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I. ACCION HORMONAL
Probablemente, en los orlgenes de 1-a vida, la primitive membrane 
que aislo una sencilla maquinaria biolôgica del entorno acuoso en 
el que se encontraba, tuvo tan solo una funciôn estâtica, actuan- 
do como barrera pasiva de permeabilidad (1). La evoluciôn biolô­
gica hizo que esta membrana se consolidera como una estructura a£ 
tiva dentro del funcionamiento de los seres vivos (2).
Una de las principales funciones de la membrane plasmâtica es la 
de reconocer senales del medio externe y traducirlos en forma de 
mensajes intracelulares los cuales, a su vez, originan respuestas 
fisiolôgicas determinadas. Una de las formas de transmiaiôn de - 
informaciôn de unas células a otr a s e s mediada por las hormonas, 
que hacen las veces de senal extracelular.
Muchos libres de Fisiologia (3) hacen referencia a las hormonas - 
como "mensajeros quimicos", termine que lleva implicite el papel 
de estas sustancias como moléculas portadoras de informaciôn (4)» 
Esta informaciôn pasa al interior de la célula y alll origina 
una respuesta enzimatica concreta.
En la acciôn hormonal se puede distinguir entre: la hormona o se 
nal extracelular; el mensaje intracelular, derivado del hecho de 
que la propia hormona no pueda atravesar la membrana (algunas,co 
mo las hormonas esteroidicas si pueden hacerlo y no entran en 
las présentes consideraciones); y un sistema de amplificaciôn, - 
que permita explicar el hecho de que las hormonas sean efectivas 
a bajas concentraciones.
La explicaciôn en termines moleculares de esta transferencia de 
informaciôn de la hormona al interior de la célula, empezô a ser 
factible cuando en 1957 el grupo de Sutherland descubriô, traba- 
jando con un homogeneizado hepâtico, que la adrenalins y el glu­
cagon en presencia de ATP y Mg'*’^, eran capaces de activar la fo£ 
forilasa hepatica (5). Este experimento marco una pauta en su - 
carapo, pues fué el primero que asociô un efecto hormonal concre- 
_to en un sistema libre de células, y puede considerarse como la
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primera contribuciôn fundamental dentro de la Endocrinologie Mole 
cular. Posteriormente se comprobô que en la activaciôn de la fo£ 
forilasa existian dos etapas bien marcadas: en la primera, la 
fracciôn de membranas producia un factor termoestable en presen - 
cia de hormonas, ATP y Mg^^; en la segunda etapa, este factor ter 
moestable estimulaba la formaciôn de fosforilasa activa (5). La 
identificaciôn de este factor termoestable diô origen al descubri 
miento del 3*5' Adenosina monofosfato ciclido (6), llaraado comûn- 
mente AMP ciclico (Fig. 1), y a la actividad enzimâtica responsa-
N
NH,
f ' X  ;c„
0 OH
Figura 1. Estructura de la molécula 
de AMP ciclico.
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ble de su sintesis se la denominô adenilato ciclasfi (7).
Poco después. Butcher y Sutherland, purificaron y caracterizaron 
la actividad enzimâtica capaz de inactivar el AMP ciclico (8).
Como resultado de dicha inactivaciôn se producia Adenosina 5' mo­
nofosfato (5’AMP). A la enzima responsable de tal reacciôn se la 
denominô fosfodiesterasa, y se comprobô que su actividad podla in 
hlbirse en presencia de metilxantinas (Fig. 2).
En el esquema propuesto por Sutherland, al AMP ciclico actuarla - 
como un mensajero intracelular o segundo mensajero, y la hormona 
representarla la senal externa o primer mensajero (9) (10).
ATP
Adenilato
ciclasa Mg+2
5' - AMP 
/K
Fosfodiesterasa 
Mg'*'^  
cAMP + PPi
Figura 2. Reacciones catalizadas por la 
Adenilato ciclasa y la Fosfo- 
diesterasa.
De la union de la hormona a un receptor especlfico en la cara ex­
terna de la membrana, surgirla una interacciôn con la adenilato - 
ciclasa en la cara interna, que se traducirla en una variaciôn en 
los nivoles intracelulares de cAMP. Esta variaciôn en la concen­
traciôn de cAMP provocarla una respuesta determinada de la célula 
como, por ejemplo, cambios en la concentraciôn de clertos metabo­
lites (El modo de acciôn del cAMP se verâ mas adelante). En la - 
figura 3» se esquematiza el modèle de los dos mensajeros:
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EXTERIOR
iorîS»io'®M
C I T O P L A S M A
ATP
AC
M P
AMPc --
lO'Lio'^
 &METABOLITO
5'AMP
Figura 3. Modelo de los dos mensajeros.
H= hormona; R= receptor; MP= memebrana 
plasmâtica; AC= adenilato ciclasa;
PDE= fosfodlesterasa de AMP ciclico; 
MX= metilxantinas.
El sistema de acciôn hormonal es un sistema de amplificaciôn, da­
do que un aumento de concentraciôn de hormona entre 10~^® y 10”  ^
M, provoca un aumento de concentraciôn de cAMP entre 10“® y 10“^M 
este, a su vez, da lugar a una variaciôn de la concentraciôn de - 
determinados metabolitos, como por ejemplo, en el caso de la glu- 
cosa 6 fosfato, esta puede aumentar su concentraciôn de 10“  ^a 
10”^ M, lo cual implica una amplificaciôn de la senal del orden - 
de diez veces (Fig. 3)*
El modelo de los dos mensajeros descrito, ha demostrado ser uni -
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versai para todas las hormonas que actûan a través de la acciôn - 
del cAMP.
Dentro de los mensajeros intracelulares con funciôn de amplifica- 
ciôn de senales extracelulares, se encuentran, ademâs del cAMP, - 
aquellos de naturaleza iônica simple, slendo el Ca^^ el mas estu- 
diado, son numerosos los estudios realizados sobre sus implicacio 
nés en la fisiologia de la contracciôn muscular (11).
Probablmente, en un future no muy lejano, se descubran nuevas su£ 
tancias que actuen como "segundos mensajeros". Uno de los corn 
puestos mâs intensamenbe estudiados en la actualidad bajo esa 
perspectiva es el 3', 5' Guanosina monofosfato ciclico (cGMP)(12).
II. LA ADENILATO CICLASA
La adenilato ciclasa (ATP pirofosfato liasa ciclante E.C..6.1,1 ) 
es la enzima responsable de la sintesis del cAMP segun la reacciôn
0 O O
1 I I
o p 0 p-0 p o-CHa^o Me*
OH OH
0 O
1 ^ •
O ” 0 ~ o
o ô
•f
NH2
ù:>
CM
OH
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Los sustratos de esta reacciôn pueden ser los complejos Mg ATP o 
Mn ATP, actuando los cationes divalentes Mg*^ o Mn^^ como activa- 
dores de la misma.
En el caso de algunas adenilato ciclasas como la de Neurospora 
(13) y la de testicule (14)1 la dependencia de Mn*^ es casi abso­
lute.
Aunque la concentraciôn de Mg^^ es aproximadamente diez veces ma­
yor que la de Mn^^, la mayor afinidad del ATP por este ultimo po- 
dria explicar que la enzima actuase "in vivo" con arobos cationea 
(15).
La reacciôn catalizada por la adenilato ciclasa puede ser reversa^ 
ble bajo algunas circunstancias (16), pero probablemente, la con­
version de cAMP a ATP no debe ocurrir de forma significative en 
las condiciones que prevalecen en los seres vivos.
II.1. DISTRIBUCION
La adenilato ciclasa esta presents en todo el reino animal (17), 
tanto en vertebrados como en invertebrados, protozoos (18), bon - 
gos (13), levaduras (19) y bacterias (20).
En las plantas superiores no existen evidencias concluyentes so - 
bre la existencia de cAMP ni de las enzimas implicadas en su meta 
bolismo (21).
II.2. LOCALIZACION CELULAR
Los primeros trabajos de Sutherland (7) demostraron que la activa^ 
dad adenilato ciclasa estaba fuertemente asociada con la fracciôn
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sedimentable de los homogenados tisulares. Davoren y  Sutherland 
(22), deraostraron en membranas de eritrocitos que: la enzima sedi 
mentaba con la fracciôn de 600 x g que no esta localizada predo - 
minantemente en la fracciôn mitocondrial y que podia separarse de 
contaminantes nucleares por centrifugaciôn en soluciones de glice 
roi al 20 %.
Una demostraciôn concluyente en este sentido la realizaron poco - 
después Rodbell y colaboradores (23) al establecer la existencia 
de actividad adenilato ciclasa en preparaciones muy puras de mem­
branas plasmâticas de hepatocitos, obtenidos segûn el método de - 
Neville (24).
Existen autores que describen la existencia de actividad adenila­
to ciclasa asociada a microsomas (25)* nucleos (26) o reticulo en 
doplasmâtico (27), en ninguno de estos'casos, sin embargo, se de- 
muestra en forma convincente que las bajas actividades encontra - 
das no puedan deberse a contaminaciones de la membrana plasmâtica.
En todas las células eucariotas estudiadas la adenilato ciclasa - 
se encuentra asociada a membrana, siendo excepciôn a esta régla - 
la adenilato ciclasa de tubulos semlnlferos que tiene localize 
ciôn citoplasmâtica (28) (29).
Para poder caracterizar a la adenilato ciclasa se recurriô al uso 
de detergentes no iônicos que posibilitaran au obtenciôn en forma 
solubilizada y poder asi emplear los métodos usuales de la quimi- 
ca de protelnas. Algunos de los detergentes erapleados con este - 
propôsito han sido: Lubrol PX (30), Triton X100 (31). Tritôn X305 
(32) entre otros.
En organisraos eucariotes inferiores y bacterias, como mâs adelan­
te se verâ en detalle, la asociaciôn de la enzima a la membrana - 
es, en muchos casos, mâs débil y paralelamente al uso de detergen 
tes ha sido posible obtener un cierto porcentaje de la actividad 
enzimâtica total en forma soluble sin el empleo de los mismos(19) 
(ver resultados).
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II.3. TAMAHO
A pesar de que ya en 1962 se habla conseguldo solubilizar la ade­
nilato ciclasa con detergentes no iônicos (7), hace pocos anos 
que coraenzaron a realizarse estudios hidrodinâmicos sobre el tama 
ho de la enzima.
En 1974, Neer (31) déterminé el coeficiente de sedimentaciôn y el 
radio de Stokes de la adenilato ciclasa de médula renal y se cal­
culé para la enzima un peso molecular de 159-000 D.
Por métodos expérimentales semejantes, Neer (33), Haga (34)y Sten 
gel (35) han demostrado que la adenilato ciclasa de cerebro, célu 
las del linfoma S49 e higado respectivamente, son protelnas de ma 
yor tamaho, oscilando su peso molecular entre 200 y 300000 D.
Como un método alternativo, Schlegel y colaboradores (36) (37) em 
plearon la técnica de "inactivacién por irradiacién" para estimar 
el tamaho de la adenilato ciclasa de higado de rata en membranas 
intactas. Esta metodologla permits calcular el tamaho aparente - 
de una protelna determinada "in situ", siguiendo la pérdida de - 
funcionalidad de la protelna en la membrana con dosis crecientes 
de radicacién. La irradiacién se lleva a cabo usando electrônes 
de alta energla, bajo condiciones definidas y el tamaho de la unj^  
dad funcional se estima a partir de la representaciôn del logarl_t 
mo de la actividad rémanente en funciôn de la dosis de radicacién. 
De esta forma, determinaron para la adenilato ciclasa, un peso mo 
lecular aparente de 230-240000 D. valor que coincide con los obte^  
nidos por estudios hidrodinâmicos de la enzima solubilizada (38). 
Mâs recientemente, el mismo grupo (39) calculé un peso molecular 
de 226000 D. para la adenilato ciclasa de eritrocito de pavo, em­
pleando la misma metodologla.
Las diferencias entre los distintos tamahos calculados para la 
adenilato ciclasa segun la fuente de origen, no han sido aûn del 
todo comprendidas, los estudios de "inactivacién por irradiacién" 
predicen, no obstante, la existencia de diferentes agregados mole 
culares de la enzima en la membrana (38) (40).
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III. EFECTO DEL ION FLUORURO
Los primeros trabajos de Sutherland sobre el cAMP (41) (42) ya da 
ban cuenta del efecto estimulador "in vitro" del NaF sobre la ac- 
tivldad de la adenilato ciclasa, este efecto se puede generalizar 
hoy dia a todas las adenilato ciclasas descritas de organismes eu 
cariotes, con excepcion de aquellas que son dependientes de Mn*^. 
El tratamionto "in vivo" de preparados celulares con F“ no origi­
ne ningun cambio aparente sobre los niveles de cAMP (10).
La activacion por F” requiers de un cation divalente para manife^ 
tarse (Mg*^ o Mn^^), es poco reversible y dependiente del tiempo 
y la temperatura (43)*
El mecanlsmo por el cual el F” activa la adenilato ciclasa se de^ 
conoce en la actualidad, sin embargo, esta demostrade que dicha - 
activacion no se debe al conocido efecto inhibitorio del F~ sobre 
la ATPasa (ATP fosfohidrolasa, E.G. 3.6.1.3*)» ya que,entre otras 
cosas, la Km aparente para el ATP no cambia durante la activacion 
por el F“ (44)"
Existen claras diferencias entre el process a traves del cual el 
F~ activa la adenilato ciclasa y la activacion hormonal de la mis 
ma :
1. Las adenilato ciclasas solubilizadas por detergentes pierden
su capacidad de respuesta hormonal y , sin embargo, son sensi­
bles al F“ (45).
2. La concentraclon de F~ que proporciona la mitad de la estimu-
lacion maxima varia con la temperature, mientras que la de
las hormones no (46).
3. Las curves que representan el efecto del F frente a su con -
centracion son hiperbolicas, sin embargo, las de las hormones
no lo son (47).
Se ha pues to de manifiesto el hecho de que el F es capaz de inhi 
bir la respuesta hormonal de determinadas adenilato ciclasas.
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Harwood y Rodbell (48) encontraron que el F~ inhibe la accion es- 
tiraulatoria de la adrenaline y la ACTH, sugiriendo que dicho —  
anion podrla actuar desacoplando el proceso hormonal, posterior a 
la union de la hormone al receptor. En este sentido, Manganiello 
y Vaugham (49-51) demostraron trabajando con la adenilato ciclasa 
de cllulas grasas que el F" era también capaz de inhibir el efec­
to estimulador del isoproterenol y mientras que el plrofosfato 
(1,5 mM), anulaba el efecto activador del F” , no afectaba sin em­
bargo, la inhibicion del efecto del isoproterenol, lo cual hace - 
suponer que arabes efectos del F~ son independientes.
IV. REGULAGION POR HORMONAS
Existen muchas hormonas que ejercen su accion celular a traves de 
una modificacion de la actividad de la adenilato ciclasa (10), la 
raayorla de ellas ejerce un efecto activador, mientras que otras, 
como la insulina ejerce un efecto inhibitorio sobre la enzima(52),
La hormona se une a una protelna receptora especlfica, capaz de - 
dlscriminar entre las hormonas circulantes, situada en la cara ex 
terna de la membran plasmatica, de esta forma el receptor ocupado 
es capaz entonces de interaccionar, directa o indirectamente, con 
la adenilato ciclasa, modulando su actividad. Este proceso pormi- 
te un flujo vectorial de informacion al interior de la celula(47).
La funcion discriminante de los receptores desde la cara externa 
de la membrana, fue pues ta de manifiesto por experiencias de Schi. 
ramer (53)» y Rodbell (54)5 este ultimo, demostro que el tratamien 
to con tripsina de adipocitos intactes, reducla la capacidad da - 
respuesta del sistema adenilato ciclasa a diferentes hormonas,sin 
afectar la expresion de la actividad basal (55).
Los receptores son extreraadâmente especlficos para las caracterl^
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tlcas estereoqulmlcas de las hormonas, ésto es bien patente, por 
ejemplo, en las células grasas, donde existen cinco tipos distin- 
tos de receptores, cada uno capaz de activer la adenilato ciclasa
(46). Es significative, en este sentido, el hecho de que la eli-
minaciôn de la histldina terminal del glucagon, svponga una redu£ 
d o n  de la afinidad del recptor de unas 15-20 veces (56).
Sutherland y colaboradores sugirieron originarlamente cuatro cri- 
terios que deberlan cumplirse para asegurar que un determinado 
.efecto hormonal fuera mediado por cAMP;
1. La hormona debe estimular a la adenilato ciclasa en extractos 
libres de células.
2. Niveles fisiolôgicos de la hormona deben producir un incremen 
to en los niveles de cAMP que ocurra antes de o concominante 
con la respuesta fisiolôgica.
3. Las metilxantinas (teofilina, cafelna, aminofilina) deben po- 
tenciar la accion hormonal, debido al efecto inhibitorio de - 
estas sobre la fosfodiesterasa (3', 5' cAMP nucleôtldo hidro- 
xilasa E.G. 3.1.4.17.).
4. El agregado de cAMP exôgeno o cualquiera de sus analogos, de­
be imitar el efecto de la hormona.
Fain y Butcher (57) proponen agregar un quinto criterio:
5. La toxina del cèlera debe imitar el efecto de la hormona, des
pués de un période de latencia.de 1-2 horas (apartado VIII).
Los sistemas de activacion de la adenilato ciclasa por diferentes 
hormonas, poseen las siguientes caracteristicas:
a) Las funciones discriminâtorias de los receptores acoplados a 
la adenilato ciclasa y la consiguiente activacion hormonal de 
la enzima, no requieren de la integridad celular. Asl pues, 
los estudios concernlentes a las propiedades de los recepto - 
res en sistemas libres de células, proporclonan una informa - 
cion valida y aplicable al comportamiento del receptor "in vi^
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VO" (53) (58).
b) La activacion hormonal es un proceso rapido y reversible, es 
decir, desaparece al eliminar la hormona o al anadir un anta- 
gonista (59) (60).
c) Gada hormona estimula la adenilato ‘ciclasa en un rango de con 
centracion que le es propio.
d) La estimulacion maxima lograda varia segun la hormona de que 
se trate.
e) Antagonistas especlficos bloquean solamente los efectos de 
los agonistas correspondientes y no los de otras hormonas.
f) Las hormonas actuan desde el lado externe de la membrana pla^ 
matica.
En la tabla I se describen las principales hormonas que modifican
la actividad de la adenilato ciclasa, el tejido en el que actuan
y la respuesta biologica que producen.
V. INHIBICION PE LA ADENILATO CICLASA
Existen algunas hormonas y neurotransmisores que actuando via re­
ceptores asociados a membrana, inducen rapidas respuestas celula­
res que no son mediadas por un incremento en la formacion de cAMP,
Esta accion hormonal esta representada por los efectos adrenér- 
gicos de las catecolaminas, los efectos muscarlnicos de la acetil 
colina, los efectos de la histamina (via receptores H.j ), de la 
morfina y otros opiaceos, la actividad vasopresora de la hormona 
antidiuretica y los efectos de la angiotensina II (61).
Se han observado con estas hormonas y neuratransmisores diverses 
 Cambios celulares que pueden servir como senales intracelulares,
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TABLA
Hormona, tejido u ôrgano y respuesta fisiolôgica que iraplican al 
cAMP como segundo mensajero.
HORMONA TEJIDO U ORGANO RESPUESTA
Adrenalina Hxgado Glucogenolisis
Musculo esquelético Glucogenolisis
Miocardio Efecto inotrôpi 
co
Glândula salivai Secreciôn de 
amilasa
Tejido adiposo Lipolisls
Noradrenalina Sistema Nervioso Liberaciôn de - 
acetilcolina
Glândula pineal Sintesis de me- 
lanotonlnas
Gorticotrofina(AGTH) Adrenales Producciôn de - 
Esteroides
Tejido adiposo Lipolisls
Tirotrofina (TSH) Tlroides Hidrolisis de 
Tiroglobulina
lodaciôn
Oxidaciôn de 
glucosa
Hormona Paratiroidea Corteza renal Fosfaturla
Huesos Reabsorcion de 
calcio
Hormona Luteizante(LH) Cuerpo luteo Sintesis de Es- 
teroides
Vasopreslna Medula renal Reabsorcion de 
agua
Prostaglandinas Hipofisis
Tlroides
Bazo
Musculo esquelético
Melanotrofina Piel de anfibios Melanizaclôn
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tranafiriendo la informaciôn desde el receptor asoclado en la - 
membrana, hasta un sistema sensible en el interior de la célula. 
Estas senales pueden suponer un incremento en:
el recambio de fosfatidil inositol, la concentraclon de Ga^^ ci- 
toplasmâtico, la liberaciôn y peroxidaciôn del âcido araquidôni- 
co, y los niveles de cGMP (62) (63). El auraento en la concentra 
ciôn intracelular de Ca"*^  es la senal mas importante, siendo las 
demâs una consecuencia primaria o secundaria de los carabios en - 
la dlstribuciôn del citado cation (61).
Dentro de las acciones celulares por algunas de estas hormonas - 
se encuentra la de producir una disminuciôn en los niveles intra 
celulares de cAMP. Esto se ha descrito en una gran variedad de 
tejidos (64) (tabla II).
La disminuciôn en los niveles de cAMP se debe a la acciôn sobre
la adenilato ciclasa. Se han descrito sôlo, algunos casos para
la insulina (65), donde la disminuciôn de cAMP se debe a una ac­
ciôn sobre la fosfodiesterasa.
La implicaciôn aparente en la mayorla de los casos de la adenila
to ciclasa en la reducciôn de los niveles de cAMP, permits supo­
ner la existencia de una regulaciôn dual de la actividad enzima- 
tica por hormonas, mediants receptores separados para los efec - 
tos activadores e inhibidores (66).
La inhibicion Inducible por hormonas fué inicialraente descrita - 
en un sistema libre de células en 1962, por Murad y colaborado - 
res (67). Posteriormente, y sobre todo en los ultimes anos, se 
han obtenido multiples evidencias de este fenômeno en une gran - 
variedad de preparaciones libres de células de diferentes teji - 
dos (68-70).
Algunas caracterlsticas bâsicas de la inhibiciôn de la adenilato 
ciclasa por hormonas y neurotransmisores son similares a las de^ 
critas para la estimulaciôn hormonal.
Agonistas de la inhibiciôn hormonal reducen la actividad basai - 
de la adenilato ciclasa, asl como la actividad estimulada por
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TABLA II
Factores hormonales que producen Inhibiciôn de la Adenilato ci 
clasa y  Sistemas celulares donde se ha observado.
FACTOR HORMONAL
Agonistas Ot-Adrenérgicos
Agonistas Golinérgicos 
(Muscarlnidos)
Opiaceos
Adenosina
ADP
Prostaglandinas El, E 2
Acido Nicotinico
Doparaina 
Angiotensina II
SISTEMA GELULAR
Plaquetas humanas 
Plaquetas de conejo 
Adipocitos de Hamster 
Adipocitos humanos 
Hlgado de rata
Miocario de perro 
Miocardio de conejo 
Parôtida de rata
Hibridos delulares de Neuroblastoma 
y glioma
Hibridos celulares de Neuroblastoma 
y glioma
Adipocitos de rata 
Adipocitos de Hamster
Plaquetas humanas
Adipocitos de Hamster 
Adipocitos de rata 
Adipocitos humanos
Adipocitos de Hamster 
Adipocitos de rata 
Adipocitos humanos
Adenoma de pituitaria humana
Hxgado de rata
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otras hormonas. Las mâximas inhibiciones observadas para la en­
zima en su estado basai oscilan entre el 40 y el 80 %.
Al igual que se observa para la estimulaciôn de la adenilato ci­
clasa, las mâximas inhibiciones descritas para determinados ago­
nistas, son variables y sus efectos no son aditivos (71).
La inhibiciôn de la adenilato ciclasa en homogenados celulares y 
membranes purificadas, se produce en forma râpida, sin una apa - 
rente fase de latencia y es inmediatamente revertida por antago­
nistas. Estos datos prueban que la inhibiciôn por hormonas y 
neurotransmisores es un efecto mediado por receptores especifi - 
COS y que se produce, no por cambios en el citoplasma debidos a 
la acciôn hormonal sino a nivel de la membrana plasmâtica (61).
Han merecido especial interés los efectos de la adenosina sobre 
la actividad de la adenilato ciclasa. Estudios recientes han de 
mostrado la existencia de dos sitios de interacciôn para el cita 
do nucleôsido, fâcilmente distinguibles por criterios quimicos y 
funcionales. Uno denominado "sitio P" (72) estaria localizado - 
en la cara citoplasmâtica de la membrana, probablemente en el 
components catalltico de la enzima. A través de este sitio de - 
interacciôn la adenosina ejerce un efecto inhibitorio sobre la - 
actividad de la adenilato ciclasa.
El otro punto de interacciôn, denominado "sitio R" estaria loca­
lizado en la cara externa de la membrana y posee todas las pro - 
piedades asociadas con las respuestas de la enzima, mediadas por 
receptores hormonales. Este sitio R puede ser subdividido en 
dos, uno a través del cual se producen los efectos estimuladores 
sobre la actividad de la adenilato ciclasa, y otro, a través del 
cual se producen los efectos inhibidores (73).
VI. REGULAGION POR GTP
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Tanto el GTP como los demâs nucleotides de guanina, ejercen por -
ellos mismos dlversos efectos estimuladores e inhibidores de la -
actividad de la adenilato ciclasa. Dichos efectos varian con el 
tipo de célula, el pH, la concentraclon de cation divalente, la - 
fuerza ionica, etc (74) (75).
La primera observaciôn clave sobre la posible funcion biologica - 
del GTP, fué que este nucleôtldo es un requerimiento absoluto pa­
ra la estimulaciôn hormonal de la adenilato ciclasa (76). Esto
fué posteriormente corroborado en membranes de diferentes tipos -
celulares (77).
Igualraente se pudo demostrar que el GTP era también un factor 
esenclal para la inhibiciôn de la enzima por determinadas horrao - 
nas y neurotransmisores (61).
Otro hecho significativo demostrado por el grupo de Rodbell fué - 
que, permitiendo el GTP la activacion hormonal de la enzima, tam­
bién frecuentemente disminula la afinidad del receptor por la hor 
mona (78). Este efecto fué poco después estudiado en mayor deta- 
11e para los receptores del glucagôn (79)» prostaglandins E.j (80) 
(81) y agonistas^ adrenérgicos (82).
En el caso concrete del glucagôn, Rodbell y colaboradores (83),de 
mostraron que membranes plasmâticas de higado "pre-marcadas" con 
|"125iJ glucagôn y solubilizadas posteriormente con Lubrol PX, da- 
ban origen a dos componentes separables, por un lado la adenilato 
ciclasa y por otro lado el glucagôn unido a protelna cuya veloci- 
dad de disociaciôn podla ser incrementada por GTP.
Una gran informaciôn sobre esta problemâtica se ha obtenido a tra 
vés del empleo de anâlogos del GTP résistantes a la hidrolisis: 
Gpp (NH)p, Gpp (GH2)p» GTP-^-S . Estos originan la activacion de 
la adenilato ciclasa en ausencia de hormona, esta activaciôn es - 
frecuentemente mayor que la causada por el F" o por GTP mas hormo 
na, y es muy poco reversible (84). Se demostrô posteriormente 
que la hormona producla un incremento en la velocidad de activa - 
ciôn de la adenilato ciclasa por el Gpp (NH)p, sin modifi car la -
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actividad final alcanzada (85).
En medio de las especulaciones que ya se estaban realizando en - 
torno al posible papel de la hidrolisis del GTP como un mécanis­
me de regulaciôn de la adenilato ciclasa, Cassel y Selinger (86) 
descubrieron en membranes de eritrocito una actividad hidroliti- 
ca del GTP (GTPasa), estimulable por catecolaminas. Posterior - 
mente,los mismos autores observaron que la enterotoxina del côle 
ra, la cual activa las adenilato ciclasas sensibles a hormona, - 
inhibia marcadamente dicha actividad (87).
En base a sus hallazgos, estos autores propusieron un modèle (fl^  
gura 4) segun el cual se propone que la especie activa es el corn 
piejo adenilato ciclasa-GTP, la hidrolisis del nucleôtldo por la 
actividad GTPasa disminuye la actividad de la enzima al formarse 
el complejo inactive adenilato ciclasas-GDP.
IH RI*
GMPPINIP
GTP
IENZ.-GMPP(N)P) 
lENZ.-GT P I— yloxino del 
G T r t s a  /
[ENZ-ioP]
ENZIMA
GDP
Figura 4* Modelo propuesto por Cassel y Selinger para expli- 
car la activacion de la adenilato ciclasa por GTP 
y GMP-P(N)P 
+ = estimulaciôn - = inhibiciôn
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De acuerdo con este modelo, la inhibicion de la hidrolisis del 
GTP por la enterotoxina del côlera o el reeraplazo del GTP por un 
anélogo resistente a la hidrolisis, originarian una sustancial ac 
tivaciôn de la adenilato ciclasa.
La clave del papel concreto desempenado por la hormona en este me 
canismo, surgiô del descubrimiento de que la enzima activada en - 
forma persistante por hormona mas Gpp(NH)p, puede ser llevada a - 
su estado basai de actividad después de una incubaciôn con hormo­
na mas GTP. De esta observaciôn se dedujo que la hormona aumenta 
la velocidad de liberaciôn del anâlogo del sitio regulador (88). 
Esto fué ratificado por experimentos posteriores en los que se de 
mostrô que el GDP que permanecia unido a la membrana, por
preincubaciôn previa con GTP, podia ser liberado al medio
mâs râpidamente en presencia de hormona. En base a estos experi­
mentos se sugiriô que en presencia de GTP, la hormona a través 
del receptor facilita la liberaciôn del GDP ligado a la adenilato 
ciclasa, entrando en su lugar el GTP; asl pues, la hormona acele- 
rarla la velocidad de recambio de ambos nucleôtidos, manteniendo 
una mayor proporciôn de la enzima en su estado actlvo (89).
Una cuestiôn importante de este modelo es que explica, cômo la 
adenilato ciclasa puede ser regulada desde ambos lados de la mem­
brana celular, por el lado externe mediante la activacion hormo - 
nal del receptor, y por el lado interno, a través de agentes capa 
ces de bloquear o modificar la actividad GTPasa (90), como por 
ejemplo, la enterotoxina del côlera.
Cabe senalar, no obstante, que la actividad GTPasa estimulable 
por hormona, se ha ensayado exclusivamente en eritrocito de pavo 
y sôlo con agonistas j i  adrenégicos. Una prueba mâs generalizada 
y concluyente deberâ realizarse quizâs en un sistema reconstitui- 
do.
El concepto de un ciclo regulador debido a la actividad GTPasa,ha 
proporcionado una herramienta para el anâlisis de la regulaciôn - 
Je la adenilato ciclasa que durante veinte anos fué una Incognita.
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VII. ACTIVACION POR TOXINA DEL COLERA
El côlera es una enfermedad provocada por una toxina excretada 
por Vibrio cholerae. Esta protelna,activa la adenilato ciclasa, - 
sensible a hormonas de practicamente todas las células animales - 
estudiadas (91).
En los enfermos afectados, origins en las células del epitelio in 
testinal un aumento marcado y persistante de AMP ciclico, lo cual 
produce un incremento en la secreciôn de fluide a la luz del in - 
testino y una grave deshidrataciôn (92) (93).
La molécula de la toxina esta constituida por dos subunidades de 
29000 D. (protelna A) y 54000 D. (protelna B). A su vez, la pro­
telna A, esta formada por dos subunidades de 25000 D. (A.j ) y 7000 
D. (Ag), cuya interaciôn en la molécula se realiza por puentes di 
suifuro (101).
Para la toxicidad se requiere de la toxina nativa, sin embargo,pa 
ra que ésta sea activa, en sistemas libres de células se requiere 
sôlo del fragmente A.j (94).
La secuencia de acontecimientos implicados en la acciôn de la to­
xina se inicia con la interacciôn de la misma con su receptor en 
la membrana plasmatica. Este receptor, el monsialo-gangliôsido - 
GM.^  , esta presents en la membrana plasmatica de cas! todas las cé 
lulas de mamlferos; su interacciôn con la toxina se produce a ni­
vel de la protelna B (91) (95).
En el citoplasma, la protelna A se sépara del complejo gangliôsi- 
do-protelna B, y se produce la reducciôn de los puentes disulfuro 
que conectan las subunidades A^  y A^: la primera de ellas es la - 
que finalmente origine la activaciôn de la adenilato ciclasa (96)
(94).
En 1975 (96), se descubriô que el NAD es un factor requerido pa­
ra la acciôn de la toxina.
Recientemente se demostrô, que la subunidad activa de la toxina - 
jtiene actividad de adenosina difosfato ribosil transferasa (E.G.
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3.2.2.5.)» es decir,es 'capaz de catalizar la siguiente reacciôn, 
llamada comunmente ADP ribosilaciôn (97) (98);
N A D -p AGEPTOR ------ ) ACEPTOR - ribosil -A D PJ-NIGOTINAMIDA
Se supone que, en el caso de la toxina del côlera, el aceptor sé­
ria la GTPasa asociada a la adenilato ciclasa, la cual quedarla - 
inhibida mientras que la adenilato ciclasa se mantendrla permanen 
temente en el estado activo unida al GTP (87).
Esta hipôtesls ha sido reforzada con el estudio mâs detallado de 
los componentes del sistema adenilato ciclasa (99).
VIII. COMPONENTES PROTEIGOS DEL SISTEMA ADENILATO GIGLASA SENSI­
BLE A HORMONAS
Como una primera hipôtesis de trabajo para el estudio de la adenl 
lato ciclasa, Robinson, Butcher y Sutherland, propusieron en 1967 
(66) un modelo que asumla para la enzima la existencia de dos sub 
unidades con una orientaciôn direccional especlfica (Fig. 5).
Por el lado externo de la membrana, el receptor interaccionarla - 
con la hormona correspondiente, lo cual alterarla de alguna forma 
la unidad catalltica en la cara interna de la membrana, originan- 
do un incremento en la actividad de la enzima.
Después de muchas experiencias, hoy en dla se admite plenamente - 
que los receptores hormonales son protelnas individuales, distin­
tas de la adenilato ciclasa. Esta idea vino, en primer lugar, de 
estudios cinéticos de la activaciôn de la enzima, particularmente 
en membranas de adipocitos, donde una variedad de hormonas pare - 
ce competir por un numéro fIjo de moléculas de adenilato ciclasa 
(27) (100).
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Membrana 
celular
Hormona R
^ A T P
AMPc
Figura 5. Modelo de Robinson y colaboradores de 
los componentes protéicos del sistema 
adenilato ciclasa asociado a membrana.
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Otros argumentes referentes a la no identidad de los receptores - 
hormonales y la enzima surgieron de la observaciôn de su indepen- 
diente regulaciôn ontogénica (101) (102).
Por otra parte, Scharamm (103)» demostrô con eritrocitos de ave - 
que la N - etilraaleimida que inactivaba la enzima no destruia la 
capacidad de union de ligandos a los receptores^-adrenérgicos, y 
que la N,N diciclohexilcarbodiimida inactivaba los sitios de —  
uniôn para el ligando^-adrenérgico lodohidroxibenzilpindolol, a 
concentraciones que no afectaban a la enzima (104).
Limbird (105) y Haga (106), lograron separar ambas entidades, es 
decir, el receptor por un lado y la actividad catalltica por otro 
mediante filtraciôn en gel y centrifugaciôn en gradientes de saca 
rosa.
Un modelo alternativo al propuesto por Sutherland y colaboradores 
introducla una entidad con la funciôn de intermediario entre el - 
receptor y la unidad catalltica (107). Con esta ultima idea. Rod 
bell (110) (108), describiô un modelo para el sistema adenilato - 
ciclasa, compuesto por un dlscriminador hormonal o receptor, un - 
transductor y un amplificador o unidad catalltica (Fig. 6).
La presencia de este transductor o protelna reguladora capaz de - 
establecer un nexo de union entre los sucesos ocurridos a nivel - 
del receptor en la cara externa de la membrana y la subsecuente - 
activaciôn de la entidad catalltica, no ténia mucho soporte expe­
rimental; cuando poco después, Rodbell demostrô el requerimiento 
de nucleôtldo de guanina para la activiciôn hormonal de la adeni­
lato ciclasa, se supuso que el sitio de uniôn de éstos estaria en 
este presumible components regulador del sistema.
En 1977, Pfeuffer demostrô que una protelna con capacidad de unir 
nucleôtidos de guanina, podla separarse de la unidad catalltica - 
mediante el empleo de un derivado de GTP-sepharosa. La actividad 
enzimâtica que no se nbsorbla a la matriz de afinidad, era muy po 
co estimulable por fluorure o nucleôtidos de guanina. Estas acti- 
vidades se restauraban al agregar la fracciôn sin actividad cata­
lltica , elulda del soporte de afinidad con un nucleôtldo de gua-
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Sénat . 
Externa -v' Discriminador = Tronsduclor = Amplificador
. Sénat 
-v^ interna
A T P
Hormono*
A M  Pc
Membrana Plasmatica
Figura 6. Modelo hipotético de Rodbell y  colaboradores 
sobre el sistema adenilato ciclasa, consti- 
tuido por très componentes.
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nina (109). A pesar de que la separaciôn no fué compléta, este - 
fué el primer argumente concreto acerca de la existencia de dos - 
protelnas distintas en la adenilato ciclasa estimulable por fluo­
rure o por nucleôtidos de guanina. Debido a que la cromatografla 
de afinidad estaba basada en la uniôn del ligando regulador, el - 
GTP, y considerando que la actividad residual en la fracciôn no - 
absorbida a la matriz tenla muy disminuida su respuesta al fluoru 
ro y al Gpp(NH)p, Pfeuffer dedujo que la subunidad regulatoria de 
la enzima permaneciô unida al soporte de agarosa, y la protelna - 
catalltica estaba presents en la fracciôn no absorbida.
Cassel y Pfeuffer, observaron que cuando incubaban membranas de - 
eritrocito con la toxina del côlera y (^^P) NAD, la radiactividad 
se incorporaba a très protelnas especlficadas de la membrana. Una 
vez solubilizadas, se demostrô que una de ellas de peso molecular 
42000 D., se unla a la matriz de GTP -sepharosa y que con la adi- 
ciôn de esta.fracciôn se lograba recuperar la activaciôn por GTP 
de la fracciôn de la adenilato ciclasa que no se habla unido a la 
columna de afinidad (110). Esto, no sôlo apoyaba la idea de que 
la toxina podrla actuar a través de una reacciôn de ADP ribosila­
ciôn, sino que el sustrato de dicha reacciôn podla ser el compo - 
nente por el cual el GTP modula la actividad de la adenilato ci - 
clasa.
VIII.1. ANALISIS GENETICO
Un interesante y valioso enfoque del estudio de los componentes - 
de la adenilato ciclasa, ha sido el desarrollado principalmente - 
por Ross y Gilman en los ultimos cinco anos, trabajando con dis - 
tintas variantes de células del linfoma S49 (38).
Estas células mueren por elevada concentraciôn intracelular de 
cAMP, asl pues, agonistas ^ adrenérgicos o la toxina del côlera - 
que actlvan la adenilato ciclasa "in vivo", pueden usarse para se
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leccionar variantes afectadas en el sistema adenilato ciclasa 
sensible a hormonas (111).
Histôricamente, la primera variante con una lesion que afectase 
la actividad de la adenilato ciclasa, se seleccionô en un medio 
que contenla isoproterenol y un inhibidor de la fosfodiesterasa 
(1 1 2).
En esta variante, denominada cyc~, la actividad adenilato cicla-
+2sa es sôlo raedible en presencia de Mn , menos del 10 % de esta 
actividad se détecta con MgATP como sustrato (113).
Por otra parte, esta actividad dependiente de Mn^^ es insensible 
a: hormonas, nucleôtidos de guanina, toxina del côlera o fluor­
ure (113).
Los primeros trabajos para comprender la naturaleza de la lésion 
en cyc”, dieron cuenta que dicha lesiôn no estaba localizada a - 
nivel del receptor, ya que esta variante retenla los receptores 
jé» adrenérgicos (114).
Ross y colaboradores demostraron que cuando calentaban a 37® C - 
un extracto de membranas plasmâticas de la cepa salvaje de 849, 
la actividad adenilato ciclasa décala con el tiempo,sin embargo, 
si este extracto calentado lo suplementaban con membranas de cyc” 
la mezcla desarrollaba no sôlo actividad basai, sino que la mis­
ma era estimulable por fluoruro o Gpp(NH)p. Esto no ocurrla si 
las membranas de cyc” eran previamente incubadas a 37® C (115).
De estos experimentos y de acuerdo con las cinéticas de inactiva 
ciôn de la adenilato ciclasa por la temperatura, estos autores - 
propusieron la existencia de al emnos dos componentes para que - 
la enzima pudiera desarrollar su actividad basai en presencia de 
MgATP y que la misma fuera activable por fluoruro a Gpp(NH)p. Un 
components séria mâs lâbil a la temperatura y estaria presents - 
en cyc” , el otro mâs astable estaria ausente en esta variante y 
en los experimentos de reconstitueion séria aportado por las mem 
branas de la cepa salvaje.
Poco después los mismos autores demostraron que el components
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termolabil capaz de desarrollar actividad adenilato ciclasa de - 
pendiente de Mn^^ en cyc” es el componente catalitico, al que se 
désigna generalmente con la letra C, y concluyeron que el compo­
nente termoestable es: Necesario para la expresion de la activi
dad en presencia de MgATP, el sitio de acciôn del fluoruro y los 
nucleôtidos de guanina y un factor esencial de acoplamiento para 
la regulaciôn hormonal de la actividad catalltica (113) (116).
A este componente termoestable se le denomina en forma generali­
zada, componente regulador y se le suele designer con la letra N 
por ser el sitio de uniôn de los nucleôtidos de guanina.
El hepatoma HC-1, derivado de la linea HTC, es fenotlpicamente - 
muy similar a la variante cyc” de S49, pero a diferencia de ésta 
carece de actividad de adenilato ciclasa, medida tanto con Mg"^ ,^ 
como (117). Al igual que ocurrla con las membranas de la ce
pa salvaje de 849, un extracto de membranas de HC-1 es capaz de 
reconstituir la actividad adenilato ciclasa en presencia de Mg^^ 
cuando es anadido a una suspensiôn de membranas de cyc” , esto in 
dicaba que HC-1 contendrla el componente N pero el C estaba inac 
tivo (113).
Haga y colaboradores (113) aislaron una segunda variante de 849 
afectada en el sistema adenilato ciclasa, a esta variante se la 
denominô UNC y fué seleccionada en agar conteniendo terbutalina 
(un agonista ^ adrenérgico resistente a la oxidaciôn) o inhibido­
res de la fosfodiesterasa. Estas células retienen actividad de 
adenilato ciclasa en sus membranas, siendo la misma, estimulable 
por fluoruro o Gpp(NH)p en presencia de Mg^^ y por toxina del co 
lera. No obstante, las células han perdido la capacidad de res­
puesta a agonistas ^ adrenérgicos y a prostaglandinas El y E2. Da 
do que estas células conservan intactes sus receptores,la lesiôn 
parece estar localizada en algun componente relacionado con el - 
acoplamiento del receptor y la enzima (113).
La capacidad de respuesta a hormonas se restablece al supleinen - 
tar las membranas de UNC con extractos de células normales, pero 
no con extractos de cyc” (119). Esto estaria indicando que la -
ADENILATO CICLASAS DEBILMENTE ASOCIADAS A MEMBRANA
CAPITULO I PAGINA 28 INTRODUCGION
lesiôn de UNC represents una modificaciôn tal en el componente N 
que no le permits actuar como factor de acoplamiento entre el re­
ceptor y el componente catalltico, pero conserva la capacidad de
+2conferirle a la enzima la depëndencia de Mg .
Una tercera clase de variantes de células del linfoma S49 afecta­
da en el sistema adenilato ciclasa, sensible a hormonas, es la de 
nominada deficients en receptores ^ adrenérgicos (114). La en 
zima en esta variante responds normalmente al fluoruro, toxina 
del côlera y nucleôtidos de guanina, ademas présenta una respues­
ta normal a PG1.
En experimentos de uniôn de iodohidroxibenzilpindolol a -
las membranas de^d se pudo demostrar que el numéro de receptores 
^  adrenérgicos estaba disminuido en proporciôn directe a la pérdi^  
da de la correspondiente respuesta hormonal.
Asl pues, hoy en dla se asurae que la adenilato ciclasa sensible a 
hormonas, consta al menos de très clases de protelnas: Los recep­
tores (R), la protelna reguladora (N) y el componente catalltico 
(C) (120).
VIII.2 EL RECEPTOR
El receptor, como ya se ha indicado anteriormente, posee el sitio 
de uniôn de las hormonas en la cara externa de la membrana plasma 
tica, pudiendo existir uno o varies receptores diferentes en una 
misma célula.
Los receptores para las catecolaminas han sido los mas intensamen 
te estudiados. Hace mâs de treinta anos, Ahlquist sugiriô que e£ 
tos receptores podlan dividirse en dos grandes grupos, segun el - 
orden de afinidad con el que interaccionaban diferentes agonistas 
y se les denominô receptores y ^  adrenérgicos (121).
En la pasada décade, por criterios farmacolôgicos, los receptores 
adrenérgicos fueron subdivididos en ^  ^ y los cuales estân
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generalmente asociados con efectos estimuladores de la actividad 
de la adenilato ciclasa (122).
Igualraente por criterios farmacolôgicos, se subdividiô a los re­
ceptores of adrenérgicos en^  ^ ' Los receptorespf ^ es -
tan asociados con efectos estimuladores de la actividad adenila­
to ciclasa (124), pero el mécanisme molecular de esta estimula - 
ciôn esta menos caracterizado que para el caso de los receptores 
^  adrenérgicos. Los receptorespf^ 2 * el contrario, a menudo 
ejercen efectos inhibitorios sobre la adenilato ciclasa, como 
por ejemplo, en plaquetas humanas (125).
La caracterizaciôn molecular de los receptores adrenérgicos se 
ha llevado a cabo en diferentes especies y tejidos. Recientemen 
te, el uso de anticuerpos monoclonales y técnicas de reconstitu- 
ciôn han acelerado sustancialmente estos estudios (126).
VIII,3. EL COMPONENTE REGULADOR (N)
De las experiencias descritas anteriormente se puede resumir pa­
ra el componente regulador de la adenilato ciclasa que:
Confiera al componente catalltico la capacidad de usar MgATP 
como sustrato
Es el sitio de interacciôn del fluoruro y los nucleôtidos de 
guanina
Participa en el acoplamiento del receptor con el componente - 
catalltico
- Contiens el sitio para la activaciôn de la enzima por la toxi^  
na del côlera, presumiblemente por su ADP-ribosliaciôn
Las primeras experiencias encaminadas a la caracterizaciôn mole-
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cular del componente regulador, se reallzaron en extractos cru- 
dos de membranas de eritrocito. Al "marcar" estas membranas con 
(^^P)GTP-Y-azidoanilida, se revelô la presencia de una protelna 
de peso molecular 42000 D. que podla ser parte intégrante del ci 
tado componente (109).
Posteriormente, el estudio de las propiedades hidrodinâmicas de 
N en extractos de membranas de células del linfoma S49» détermi­
né para el mismo, un peso molecular de 130000 D. (127), su pre - 
sencia era detectada por su capacidad para reconstituir la acti­
vidad de adenilato ciclasa, dependiente de Mg*^ ,^ en extractos de 
membranas de células de la variante cyc , en la cual este compo­
nente esta ausente.
Cuando los estudios hidrodinâmicos se realizarqn en presencia de 
F” o Gpp(NH)p, se obtenla para N un peso molecular de 90000 D., 
este resultado llevô a los autores a pensar la posible existen - 
cia de un equilibrio entre distintas subunidades de N modulado - 
por F“ o Gpp(NH)p.
Recientemente, el mismo grupo, trabajando con membranas de hlga­
do llevô a cabo la purificaciôn del componente regulador (99).El 
anâlisis de la preparaciôn purificada en geles de SDS-poliacrila 
mida, revelô la presencia de très protelnas, de pesos molécula - 
res 52000, 45000 y 35000 D.
Se cuenta con ciertas evideqpias, para pensar que las très pro - 
telnas son necesarias para que el componente regulador manifles­
te su actividad. Cuando éste fué incubado .en presencia de toxi­
na del côlera y (^^P)NAD, sôlo las dos primeras protelnas de 
52000 y 45000 D. fueron marcadas.
Una observaciôn que confirma esta composiciôn subunitaria de N - 
es que cuando se "marcan" las membranas de las células del linfo 
ma 349 con (^^P)NAD y toxina del côlera, se visualizan de nuevo 
dos protelnas, correspondientes a un peso molecular de 52000 y - 
45000 D.; ésto no ocurre cuando se usan membranas de la variante 
cyc” (129).
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Del comportamiento en el electroenfoque de estas dos protelnas - 
en la variante UNC, se dedujo que eran mâs acldicas que en la ce 
pa salvaje, lo cual podrla en parte explicar las anomallas fun - 
cionales del componente regulador en esta variante (130).
Existen algunas diferencias funcionales en las propiedades de N 
cuando estâ enriquecido en una u otra de sus subunidades (131). 
Actualmente se especula sobre la posibilidad de que N pueda exi£ 
tir como un complejo de diferente composiciôn subunitaria y con 
diferentes propiedades funcionales.
La preincubaciôn de N con fluoruro o GTP-Y~S origina la forma 
ciôn de una especie mâs activa y estabilizada, este estado actl­
vo de N puede ser revertido, lo que contrasta con la prâctica 
irreversibilidad del efecto producido sobre N cuando la preincu­
baciôn se realiza con la membrana Intacta (128)(131).
Con el componente regulador purificado se ha determinado, por 
una parte, que es, efectivamente, sustrato de la modificaciôn co 
valante por la-toxina del côlera y por otra que existe una buena 
correlaciôn entre la extension de dicha modificaciôn y el grade 
de activaciôn de N (128).
VII1,4 EL COMPONENTE CATALITICO (C)
Se conoce poco acerca de las propiedades del componente cataliti 
co, debido a su labilidad y a las dificultades que lleva su puri 
ficaciôn.
Los estudios previos sobre la solubilizaciôn y resoluciôn de los 
diferentes componentes de la adenilato ciclasa, se reallzaron 
con detergentes no iônicos, del tipo del Lubrol o Tritôn (38), - 
que, generalmente, no permitlan una compléta separaciôn de G y N.
La mejor preparaciôn del componente catalitico para su caracteri. 
zaciôn se obtuvo de un extracto puro de membranas plasmâticas de
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la variante cyc del linfoma S49 (113)(115). De esta manera se 
pudo determinar para este componente que:
la actividad de la adenilato ciclasa con Mg-ATP, es menos del 
10 % de la actividad con MnATP,
esta actividad es insensible a hormonas, fluoruro o nucleôti­
dos de guanina.
es sensible al calentamiento suave y a bajas concentraciones 
de réactivés de grupos sulfhidrilo.
Ross y colaboradores determinaron para el componente catalltico 
de cyc” un peso molecular de 190000 D. (113).
La separaciôn de £ y N se ha podido conseguir recientemente, des 
pués de solubilizar la adenilato ciclasa de higado con colato, a 
alta fuerza iônica (132). Estas condiciones de solubilizaciôn - 
permiten por una parte, una mayor estabilidad del componente ca­
talltico, y por otra, su agregaciôn especlfica.
Esto permite su fâcil separaciôn de N por filtraciôn en gel.
Las propiedades estudiadas con esta preparaciôn de G son semejan 
tes a las descritas previamente en la variante cyc” de 849.
Cabe senalar en este punto que la adenilato ciclasa soluble de - 
testlculo dependiente de Mn"**^ , tiene un peso molecular de 70000 
D., pero su relaciôn con G esta cuestionada por el hecho de que 
no ha sido posible detectar actividad de adenilato ciclasa en 
presencia de ATP en un sistema reconstituido con N (113).
XI. PAPEL DESEMPENADO POR LOS CATIONES DIVALENTES EN LA ACTIVI 
DAD DE LA ADENILATO CICLASA
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Para que la adenilato ciclasa pueda expresar su actividad catali 
tica, se requiere de la presencia de un cation divalente en el - 
medio de ensayo, el cual puede ser tanto el como el Mn^^.
Se ha demostrado que el sustrato efectivo de la enzima es el corn 
plejo formado por el ATP con uno u otro de estos cationes (27). 
El Mn^^ es generalmente mâs efectivo que el Mg^^, de tal forma - 
que la concentraciôn requerida de Mn^^ para observar la mâxima - 
actividad de la enzima, es mener que la del
El exceso de catiôn divalente sobre la concentraciôn de ATP se - 
traduce en un incremento de la actividad de la adenilato ciclasa 
(27), y se ha sugerido la existencia de un "sitio metâlico" dis- 
tinto del sitio catalltico donde el Mg^^ o el Mn^^ podrian ejer- 
cer un papel regulador (44) (133).
La adenilato ciclasa de determinadas fuentes, taies como algunos 
organismos eucariotes inferiores (13), tlstlculo de rata (134) y 
ciertas variantes de lineas celulares (38), es exclusivamente de^  
pendiente de Mn*^. Esta dependencia exclusive de Mn^^ para la - 
expresiôn de la actividad catalltica de la adenilato ciclasa es 
aparentemente, una consecuencia de la ausencia o disfuncionali - 
dad del componente regulador de la enzima, ya que éste confiere 
a la unidad catalltica la capacidad de usar MgATP como sustrato 
(38).
IX, 1 . EFECTOS DEL Ga"^ ?
La hipôtesis de que las fluctuaciones intracelulares de Ca^^ pue 
dan regular la actividad de la adenilato ciclasa, estâ basada en 
los efectos inhibidores y activadores de este catiôn sobre la a£ 
tividad de la enzima, observados en diferentes tejidos.
En eritrocito de pavo, se demostrô que el Ca^^ disminula la velo 
cidad mâxima de la actividad de la adenilato ciclasa dependiente 
de Mg*^  ^y estimulada por catecolaminas, sin afectar la afinidad
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de la enzima per la hormona o per el sustrato (135). Los estu -
dies cineticos efectuados per el grupo de Levitzki (135) (136),su
girieron que el Ga*^  ^actua como un elector alosterico negativo -
al unlrse a sltios especlficos de la enzima. Estos sitios son -
+2distintos de aquellos por los que el Mg ejerce los efectos 
alostéricos poaitivos. En presencia de Mn^^, no se observan los 
efectos inhibitorios del Ca'*’^, probablemente, en razon de su com 
petencia por los mismos sitios de union en la enzima.
Los efectos inhibidores del Ga sobre la adenilato ciclasa se - 
ban puesto de manifiesto en diferentes tejidos y afectan tanto - 
la actividad basal como la actividad estimulada por diversos 
efectores, por este motivo se ha llegado a suponer que el sitio 
de interaccion del Ga~^  ^ con la adenilato ciclasa estaria locali- 
zado en el components catalitico de la enzima.
Por otra parte, los efectos activadores del Ga"^  ^ sobre la activ^ 
dad de la adenilato ciclasa han sido objeto de intenses estudios 
habiéndose efectuado la mayor parte de elles con la enzima de ce 
rebro (137).
La adenilato ciclasa de cerebro expérimenta una respuesta bifasi 
ca al Ga^^ (137), siendo activada a bajas concentraciones e inhi 
bida a una mayor concentracion del cation.
+ 2El efecto aotivador del Ga sobre la actividad adenilato cicla­
sa se derabstro en la corteza cerebral, donde se observé que el - 
EGTA inhibe la actividad de la enzima en un 60 $ y que dicha in- 
hibiciôn podla ser revertida por Ga^^, pero no por Mg'*'^(138).
Los efectos inhibitorios del EGTA son no compétitives con respec 
to al sustrato, MgATP.
En la fracciôn sinaptosomal, la actividad adenilato ciclasa es - 
estimulada casi très veces por Ga^^, en una concentracion infe - 
rior a 5 0 ^ M, sin embargo, concentraciones del cation por encima 
de 300y* M, tienen efectos inhibitorios (139).
El efecto activador del Ga^^ afecta no solo la actividad basai - 
de la enzima, sino también la velocidad de estimulaciôn por nu -
ADENILATO GIGLASAS DEBILMENTE ASOCIADAS A MEMBRANA
CAPITULO I PAGINA 35 INTRODUCCION
clootidos de guanina y  la respuesta a determinadas hormonas.
Rodbell y sus colaboradores demostraron que el EGTA bloqueaba la 
activacion de la adenilato ciclasa de células grasas por ACTH,pe 
ro no la activacion mediada por adrenalins o glucagon (140).
IX,2. CALMODULINA Y ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA
El Ca^^ esta impllcado en la regulacion de una gran variedad de 
sistemas enzimaticos y en la mayor parte de los mecanismos de nio 
tilidad celular (141).
La posibilidad de que el Ga^^ no actuara como cation libre, sino
a traves de su asociaciôn con una proteins especlfica, fue suge-
rida por Meyer en 19&4 (142).
Mas tarde, Cheung, durante la purificacion de la fosfodiesterasa
de cerebro bovino, encontre que un factor activador endogeno se 
disociaba de la enzima (143).
Este modulador requiere la presencia de Ga^^ para su acciôn(144) 
y afecta diversas actividades enzimaticas, como puede observarse 
en la tabla III.
-4'2Debido a su requerimiento absolute de Ga y por ser, posiblemen 
te el principal receptor intracelular del raismo, este factor fue 
denominado calmodulina.
La calmodulina es un pollpéptido de peso molecular 18000 D., de 
carâcter acido y de estructura flexible. Posee cuntro sitios de 
union para el Ga*^, mediante los cuales, aunque con mener afini- 
dad, puede también unir Mn^^ y Mg"*”^.
La union del a la calmodulina provoca un carabio conformacio
nal que résulta en un aumento de la porciôn hélicoïdal de la mo­
lécule (145).
El mécanisme general de accion de la calmodulina sobre una enzi­
ma E, consta de dos etapas:
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TABLA III
ENZIMAS Y PROCESOS CELULARES REGULADOS POR CALMODULINA
Adenilato ciclasa 
Guanilato ciclasa
Fosfodiesterasas de nucleôtidos clclicos
Protelna quinasas dependientes de Ca^^
Quinasa de la Fosforilasa
Quinasa de la cadena ligera de la miosina
Fosforilacion de membranas
ATP trifosfatasa dependiente de CeT*”^
Funciones nucleares
Funciones postsinâpticas
Quinasa de NAD
Desarmado de microtûbulos
Liberacion de meurotransmisores
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(CM)l-PCa'^^-------------...... > (CM^. Ca"*'^ )a
Ei+ (GM^. Ca‘^ ^)a ' (E^ CM'^.Ga*^)a
Donde CM représenta la calmodulina, el asterisco (■'*■), indica un 
cambio conformacional, el subindice i  désigna un estado inactive 
y el subindice a désigna un estado activo.
Tanto el EGTA que compleja Ga*'”^ , como el agente antipsicôtico 
tri fluor operazina que se une al complejo Ga"^ .^ calmodulina, son - 
inhibidores de la accion dependiente de Ga^^.
El efecto de la calmodulina ha sido bien caracterizado en cuanto 
a su accion sobre la fosfodiesterasa, donde se ha demostrado la 
forraaciôn de un complejo activo en presencia de Ca^^ (I46).
La implicaciôn de la calmodulina en los efectos activadores del 
Ga^^ sobre la adenilato ciclasa de cerebro, fué demostrada por - 
Brostrom (147) y Cheung (148).
Estos autores separaron la adenilato ciclasa de la calmodulina - 
endôgena por cromatografla en una résina de intercambio aniônico 
y pudieron demostrar de esta forma el efecto activador de calmo­
dulina exôgena sobre la enzima eluida. La union de la calraodul^ 
na a la adenilato ciclasa es reversible, ya que ambas protelnas 
pueden ser separadas por filtraciôn en gel.
Se ha demostrado en el cerebro la existencia de dos formas dis - 
tintas de la adenilato ciclasa, una capaz de experiraentar los 
efectos activadores mediados por calmodulina, y otra forma insen 
sible a los mismos (145). Sin embargo, ambas formas de la enzi­
ma son inhibidas a altas concentraciones.de Ca*^ .^
La razon de la existencia de estas dos formas de la adenilato c^ 
clasa en relaciôn con su dependencia de calmodulina se desconoce.
El grupo de Wolff (137) examiné en détails las propiedades de la 
calmodulina de cerebro, en relacién con la unién de cationes di- 
valentes, y se establecié la existencia de dos clases de sitios 
de unién para el Ca^^, uno denominado sitio clase A, con una ca-
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pacidad de union de 3 moles/mol de calmodulina y  una Kd de 0,2 - 
y*M; y otro eitio denominado ciase B, con una capacidad de union 
de 1 mol/mol de calmodulina y una Kd de 1 1^ M.
El y  el Mn^^ pueden también unirse a estos sitios pero con
constantes de disociaciôn mayores.
En base a estos resultados, los mismos autores sugieren que la - 
respuesta bifasica al Ga"^  ^de la adenilato ciclasa de cerebro es 
mediada en todo el range de concentracion del cation, por calmo­
dulina. Para ello suponen que en ausencia de Ca"**^  y en presen - 
cia de una concentracion. fisiolôgica de Mg"**^ , la calmodulina se 
encontraria formando un complejo inactive tetramagnesiano con 
te ultimo cation, très de ellos ocuparlan los sitios clase A y - 
uno ocuparia el sitio clase B. A baja concentracion de Ga^^ 
te desàlojarla al Mg^^ de los sitios clase A, permaneciendo un - 
Mg^ unido al sitio clase B que posee menos afinidad por G^^. 
Este complejo tricâlcicomonomagnesiano de la calmodulina séria - 
la especie capaz de activar la adenilato ciclasa.
A altas concentraciones de Ca~^ ,^ este cation podria reemplazar - 
al Mg^^ en el sitio clase B, originandose un complejo tetracâlc^ 
co con la calmodulina, que tendria efectos inhibitorios sobre la 
actividad de la adenilato ciclasa. Las interacciones propuestas 
pueden resumirse en la siguiente secuencia de reacciones:
- A baja concentracion de Ca*^ ^
3 Ca+2+Mg,^) .Mg, (B) ==3(A)‘«ei (B)
^ ® ^ 3 ( A ) ( B )  GM + ACinactiva -----  ^Ga^ CM. ACactiva
A alta concentracion de Ca^^
CM + Ca-'2 ^C'3(A)-C''1(B) OM-^ Mg'*'^
Ca^^j Ca  ^(B) • CM-P ACinactiva ---  ^Ga^^^.Ca^^g^.CM.ACinactiva
Donde CM représenta la calmodulina y ^  represents la adenilato
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ciclasa.
El requerimiento de la union de 3 moles de Ca^^ por mol de calm£ 
dullna para que esta ejerza los efectos activadores sobre la ac­
tividad de la adenilato ciclasa, ha sido recientemente confirma- 
do por Malnoë y colaboradores (149), sin embargo, la posible im­
plicaciôn de la calmodulina en los efectos inhibitorios del Ca^^ 
sobre la actividad de la enzima no ha podido ser demostrada en - 
forma concluyente.
Son varios los tejidos donde se ha observado recientemente una - 
estimulaciôn de la actividad adenilato ciclasa por calmodulina. 
Ausiello y colaboradores (150), determinaron el papel regulador 
de la calmodulina sobre la actividad adenilato ciclasa sensible 
a vasopresina, en una linea celular establecida de rinôn porcino. 
Por otra parte, Gfulue y Nijjar (151)» demostraron el papel acti 
vador de la calmodulina sobre la actividad adenilato ciclasa de 
pulmôn de rata.
Una interesante cuestiôn suscitada a ralz del mayor conocimiento 
de los diferentes componentes del sistema adenilato ciclasa es - 
la de considerar a que nivel se produce la interaccion de la cal 
raodulina cort la enzima. A este respecte, los estudios son aun - 
preliminares y hasta la fecha no permiten una conclusion defini­
tive.
Tuscano y colaboradores (152), trabajando con la enzima de cere­
bro llegaron a sugerir, en base a los resultados obtenidos, que 
la activacion de la adenilato ciclasa por calmodulina requerra - 
de la presencia del components regulador de la enzima. Sin em - 
bargo, estudios recientes del grupo de Neer, demostraron que el 
components catalitico separado del regulador es sensible a la ac 
tivaciôn por calmodulina (153).
Las iraplicaciones funcionales del efecto de la calmodulina sobre 
la adenilato ciclasa y la fosfodiesterasa aûn no se conocen con 
exactitud. El fluj o de Ca”^ , a través de la membrana plasmâtica 
o la liberacion de Ca^^ asociado a ella en respuesta a un estxrau
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lo, pueden activar la adenilato ciclasa, provocando un incremen- 
to en el nivel intracelular de cAMP. El aumento de concentra —  
ciôn de Ca"**^  en el citoplasma puede entonces activar Je fosf odi­
esterasa para restaurer los niveles de cAMP a su estado basai. 
As! pues, la activacion secuencial de las dos enzimas podria or 1^ 
ginar un aumento transitorio y local de los niveles de cAMP.
X. ESTRUCTURA DEL SISTEMA ADENILATO CICLASA SENSIBLE A HORMONAS
El descubrimiento de los distintos constituyentes del sistema de 
la adenilato ciclasa sensible a hormonas, asi como el de los mûl 
tiples sitios de regulacion, llevô a la consideraciôn de que es­
te sistema era mas complejo de lo que se pensô en un principio - 
(66).
Una representaciôn esquematizada de los componentes del sistema 
y el probable sitio de accion de cada uno de los ligandos régula 
dores, se muestra en la figura 7.
La forma en la cual los distintos componentes estan estructura - 
dos en el entramado lipidico de la membrana celular, se descono­
ce en la actualidad.
Estudios recientes llevados a cabo por el grupo, de Rodboll, em - 
pleando la técnica de "inactivaciôn por irradiaciôn", sugieren - 
la existencia en la membrana plasmâtica de agregados m'oleculares 
constituidos por el receptor y la proteina reguladora. Esta es­
tructura oligomérica (RN)n podria existir separada fisicamente - 
del components catalitico. La activacion del sistema por hormo­
nas y nucleôtidos de guanina originaria la asociaciôn de todos - 
los componentes para conformar la holoenziraa activa (154).(Esta 
hipôtesis se discute mas adelante).
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hormonas peptidicas 
agonistas adrenergicos 
adenosina( sitio R)
adggsma(sitioR)
RECEPTORES
INHIBIDORES
RECEPTORES
ACTIVADORES
\  /
COMPONENTE 
REGULADOR
F»
C^bl. calmodulina Ca^
COMPONENTE
CATALITICO
■7 7 ^
ATPM^2 AMR
ladenosina(sitioP)
Figura 7. Representaciôn esquematica de los componentes 
del sistema adenilato ciclasa y el probable - 
sitio de accion de cada ligando o agente regu 
lador.
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XI. ACOPLAMIENTO ENTRE EL RECEPTOR Y LA ADENILATO CICLASA
La modulaciôn hormonal de la adenilato ciclasa se inicia con la 
union de la hormona a un sitio especlfico del receptor, que esta 
expuesto en el lado externe de la membrana plasmâtica. El recep 
tor ocupado interacciona entonces, directs o indirectamente, con 
la adenilato ciclasa.
Hubo dos hipôtesis en un principio que intentaron explicar cômo 
se podria realizar esta interaccion. La primera de ellas supo - 
nia que el receptor y la enzima formaban parte de la misma enti- 
dad molecular, y la segunda postulaba que los receptores rodea - 
ban a la adenilato ciclasa a modo de unidades regulatorias aco - 
pladas permanentemente a la enzima.
La primera hipôtesis fué descartada al poderse separar fâcilmen- 
te el receptor de la adenilato ciclasa (155).
De la segunda hipôtesis, era cuestionable sobre todo, el hecho - 
de que por ejemplo, en las células grasas cinco hormonas diferen 
tes parecen interaccionar con la adenilato ciclasa (156), las 
cuales actuan mediante union a su propio receptor. Si cada re - 
ceptor debe estar ligado como una subunidad regulatoria a la mip 
ma enzima, résulta dificil imaginar cômo taies moléculas puedan 
agruparse fisicamente en un unico complejo en la membrana, mante 
niendo aderaâs la exposiciôn hacia el exterior celular de cada 
componente receptor.
Por otra parte, semejantes complejos moleculares deberian ser d e  
tectados por las técnicas empleadas en la actualidad en microsco 
pia electrônica para el estudio de proteinas de membrana.
En el ano 1975, Cuatrecasas y colaboradores desarrolleron lo que 
se denomina el modelo del"receptor môvil" (155), el cual parte - 
de la base de los conceptos sobre la naturaleza fluida y dinâmi- 
ca de la membrana celular expuestos por Singer y Nicolson (157).
En el modelo del receptor môvil, se sugiere que en ausencia de - 
hormona, el receptor y la adenilato ciclasa son entidades sépara
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das capaces de experiraentar una migraciôn lateral independiente 
en el piano de la bicapa lipldica. Cuando la hormona se une al 
receptor aumenta la afinidad de este por la enzima y  se produce 
la asociaciôn entre ambos (Fig. 8).
En el complejo multicomponente originado, el receptor es capaz - 
de modificar la actividad catalitica de la adenilato ciclasa.
Los resultados obtenidos mediante la técnica de inactivaciôn por 
irradiaciôn para el caso del glucagôn, son consecuentes con esta 
hipôtesis.
Los estudios reallzados, mostraron que en ausencia de hormona, - 
la enzima y el receptor eran inactivados como entidades indepen- 
dientes, pero la irradiaciôn en presencia del glucagôn originaba 
que el receptor y la adenilato ciclasa se inactivaban como una - 
ùnica unidad funcional (158). La eliminaciôn del glucagôn des - 
pués de la irradiaciôn en el estado acoplado originô la disocia­
ciôn de ambos componentes, los cuales, a su vez, volvian a aso - 
ciarse al anadir nuevamente la hormona.
Una interesante demostraciôn apoyando la validez del modelo del 
"receptor môvil" se debe a los trabajos reallzados por Schramm y 
sus colaboradores (159). Estos autores ensayaron la hipôtesis - 
de que el receptor^adrenérgico es una unidad independiente que 
puede ser transferida de un sistema adenilato ciclasa a otro. Pa 
ra ello utilizaron eritrocitos de pavo, en los cuales la activi­
dad de la adenilato ciclasa habla sido anulada por tratamiento - 
con N-etilmaleimida o por calor, y células de la eritroleucemia 
de Friend (células F), las cuales poseen una adenilato ciclasa - 
normal pero carecen del receptory^adrenérgico. Los eritrocitos 
cuya adenilato ciclasa habla sido inaetivada, fueron fusionados 
con las células F en presencia de virus Sendai. Las préparéeto­
nes celulares résultantes de la fusiôh, mostraron una actividad 
adenilato ciclasa estimulable por isoproterenol. La activaciôn 
por isoproterenol apareciô pocos minutes después de la fusiôn y 
aun en presencia de inhibidores de protelnas, con lo que quedô - 
demostrado que el acoplaraiento se produjo entre elementos pre -
ADENILATO CICLASAS DEBILMENTE ASOCIADAS A MEMBRANA
CAPITULO PAGINA 44 INTRODUCCION
K Œ F Œ a --
* (MORMON Al $ #
W ? V ^ ? 9 V Î9 ^ ? ? W jïiS .^ ,,,
ATP AMFt ATP AMPc
Figura 8. Hipôtesis del receptor môvil para el mecanis- 
mo de modulaciôn de la actividad adenilato ci 
clasa por hormonas.
# = hormona activante
♦  = hormona inhibitoria 
E = exterior celular
I = interior
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exiatentes.
Repitlendo el miamo esquema experimental, el grupo de Schramm lo 
gro transferir receptores de prostaglandina E^(PGE^) de células 
F, con su adenilato ciclasa inaetivada a células de tumor adre - 
nal de raton (Y-1), las cuales poseen adenilato ciclasa pero ca­
recen de los receptores mencionados.
XII. MECANISMO MOLECULAR DE LA MODULACION HORMONAL DE LA ADENI­
LATO CICLASA
En el ano 1977, Cassel y Selinger elaboraron el modelo ya comen- 
tado en el apartado VI, para explicar la regulacion de la activj^ 
dad adenilato ciclasa por hormonas y nucleôtidos de guanina. Es­
te modelo se basaba fundaraentalmente en el descubrimiento, en 
eritrocito de pavo, de una actividad GTPasa estimulable por cat^ 
colaminas (85).
Estos autores propusieron la existencia de un ciclo regulador de 
la adenilato ciclasa, consistante en dos reacciones: primera, la 
formaciôn de una especia activa, adenilato ciclasa GTP inducida 
por la hormona; y segunda, la vuelta al estado inactive, adenlla 
to ciclasa GDP mediada por la actividad GTPasa asociada a la ade^  
nilato ciclasa (I60)(fig. 4)*
En el ano 1978, Tolkovsky y Levitzki (161), trabajando con mem - 
branas de eritrocito de pavo, desarrollaron un estudio cinético 
detallado del mécanisme de activaciôn de la adenilato ciclasa me 
dlado por el receptory^adrenérgico.
Estos autores propusieron la siguiente secuencia de reacciones:
H + R - ■  ^HR +  E  ^ HRE -----) HR +  E '
El mécanisme propuesto fué denominado "acoplamiento por colisiôn"
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y posee las slguientes caracterlstlcas:
En el estado activado (E'), la enzima no se encuentra forman­
do parte de un complejo con su receptor.
El precursor de la forma activada de la enzima (HRE), se for­
ma durante el encuentro transitorio entre el complejo recep - 
tor-hormona (HR) y la enzima (E). De la disociaciôn de este 
complejo surge la forma activada de la enzima (E').
El paso limitante en la activacion enzimâtica es el encuentro 
entre receptor-hormona y la enzima, de tal forma que una vez 
producido este, los pasos subsiguientes ocurren en forma rauy 
râpida y la especia HRE nunca llega a acumularse.
La asociaciôn entre el complejo receptor-hormona y la enzima se 
produce debido a la difuaiôn de ambos componentes en el piano de 
la membrana, conforme a lo sostenido en la hipôtesis del "recep­
tor môvil". De hecho, a temperatures bajas en las cuales tal di 
fusiôn estaria impedida, la activaciôn hormonal se anula comple- 
tamente (I6I).
Los datos acumulados sobre los distintos componentes del sistema 
adenilato ciclasa llevaron en el ano 1980 a Ross y Gilman a pro- 
poner un ciclo regulador para dicho sistema (38) el cual se re - 
présenta grâficamente en la figura 9.
En el ciclo propuesto, quedan patentes los conceptos bâsicos del 
modelo de Cassel y Selinger, en el sentido de que la adenilato - 
ciclasa asociada al GTP, séria la especie activa, y la hidrôli - 
sis del GTP séria el mecanismo de inactivaciôn.
La diferencia entre este ciclo regulador y el modelo de Cassel y 
Selinger, reside en la forma por la cual la hormona facilitarla 
la regeneraciôn de la especia activada. Ross y Gilman conside - 
ran que séria la disociaciôn del GDP, en lugar de la uniôn del - 
GTP, el paso regulador de dicha regeneraciôn (162).
De tal forma que la acciôn relevante de la hormona es el mecanis
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NGTPR-H
NR-H
NGDPR-H
Figura 9* Hipotético ciclo regulador del sistema 
adenilato ciclasa, propuesto por Ross 
y  Gilman.
N = Componente Regulador 
C = Componente Catalitico 
R = Receptor 
H = hormona
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mo de activaciôn reside en la naturaleza heterotrôpica negative 
de su uniôn al complejo receptor-enzima, con respecte a los nu - 
cleôtidos de guanina (78), de ésto deducen los autores que el 
complejo N.GTP.RH como tal, tenga una existencia muy breve.
Segun el modelo de Ross y Gilman, en ausencia de hormona (H),K ^ 
gobierna el paso limitante en la regeneraciôn de la especie acti 
va N.GTP y ^-2" bien, termodinâmicamente, el camino K^,-
K^, K^, es equivalents al K g, K^. La ruta catalizada por el 
receptor es cinéticamente mucho mas râpida (figura 9).
Hay pocos datos acerca de si el GTP promueve la asociaciôn de N 
a Ç, o de si, meramente, activa un complejo NC preexistente(163) 
(164). Aunque en el modelo representado en la figura 9 se sugie 
re la primera de estas dos posibilidades, la segunda no puede 
ser descartada.
Como una nueva extensiôn de la hipôtesis de Cassel y Selinger, - 
Bourne y sus colaboradores (120), propusieron un modelo para ex­
plicar la modulaciôn hormonal de la adenilato ciclasa muy seme - 
jante al anteriormente expuesto de Ross y Gilman, cuyo esquema - 
se représenta en la figura 10.
Segun este modelo, el componente catalitico oscilarla entre una 
forma inactive Ç que sintetizarla poco cAMP, y un complejo terna 
rio activo K^^p.C. En el estado estacionario, la slntesis de 
cAMP, estaria refiejada por la concentraciôn de Ng^p.C. la cual 
dependerla de las velocidades relativas de su formaciôn y degra- 
daciôn.
De acuerdo con este modelo, la degradaciôn del complejo activo - 
Ng t p *C se producirla principalmente a través de la hidrôlisis 
del GTP y posterior disociaciôn del complejo Ng,pp.C. Si N ha si 
do modificado por la toxina del côlera, preauroiblemente por ADP- 
ribosilaciôn, esta inactivaciôn es lenta y la slntesis de cAMP - 
se ve increraentada.
De la misma manera, la velocidad de degradaciôn séria muy baja - 
en el caso de que anâlogos del GTP, resis tentes a la hidrôlisis.
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Figura 10. Esquema hipotético para la activacion de 
la adenilato ciclasa por hormona y GTIP 
propuesto por Bourne y colaboradores.
N = Components Regulador 
C = Componente Catalitico 
R = Receptor 
H = hormona
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formasen parte de este complejo ternario activo.
Este modelo es consistente con estudios cinéticos de la activa - 
ciôn hormonal de la adenilato ciclasa, reallzados en células del 
linfoma 849 (92) y en membranas de eritrocito de pavo (165).
El modelo de Bourne postula, por otro lado, que N^^p se produce 
por reciclado de N^^p, y sugiere que la hormona (H) actua promo- 
viendo el recambio del GDP por el GTP en el componente regulador 
(N).
En las células y ensayos enzimaticos de la actividad de la adenj^  
lato ciclasa, la concentraciôn de GTP es superior a la de GDP,de 
tal forma que una vez liberado el GDP del complejo HRNg^p, la - 
posterior liberaciôn de la hormona del complejo RN permitirla la 
uniôn del GTP al componente regulador, el receptor podria diso - 
ciarse en este punto, y el ciclo de activaciôn empezaria de nue- 
vo. Otra posibilidad no descartada en el modelo, séria que la - 
liberaciôn de la hormona del complejo HRN se produzca en forma - 
simultânea con la uniôn del GTP, o incluso que dicha liberaciôn 
sea causada precisamente por la uniôn del nucleôtido.
La hipôtesis de Bourne sugiere que, la activaciôn hormonal de la 
actividad GTPasa, asociada a la adenilato ciclasa, no séria un - 
efecto directo de la hormona, sino que ésta favoreceria la uniôn 
del GTP al sitio del componente regulador en el cual sè produci- 
ria la hidrôlisis del GTP, dentro del complejo NQ^p.C.
Existe una diferencia observada en eritrocito de pavo, con res - 
pecto a otros sistemas, como células del linfoma 849 o eritroci­
to de sapo, en el sentido de que analogos del GTP resistentes a 
la hidrôlisis, taies como el Gpp(NH)P o el GTP-Y*-S, ostimulan ré 
pidamente y a un nivel mâximo, la adenilato ciclasa en estos ul­
times sistemas, pero là activaciôn es muy lenta en membranas de 
eritrocito de pavo a menos que la hormona esté presents (120).
De acuerdo al modelo de Bourne y al de Ross y Gilman, los anâlo­
gos del GTP pueden unirse a 11 sôlo si el GDP es previamente lib^ 
rado por mediaciôn del complejo hormona-receptor. Una posible -
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explicaciôn de este hecho es considerar que el GDP pueda diso 
ciarse en forma espontânea del componente regulador, como se des 
cribe en la figura 10, por las lineas a trazos.
De esta forma, la diferencia observada entre los sistemas a los 
que antes se aludla, residirlan en que los mismos poseen una di^ 
tinta velocidad de disociaciôn espontânea del GDP, alta en las - 
células del linfoma S49, y  baja para el sistema de membranas de 
eritrocito de pavo.
En términos del modelo de Ross y Gilman (fig. 7), en ausencia de 
hormona K g  gobernarla el paso limitante en la regeneraciôn de - 
Ng t p » de tal forma que en eritrocito de pavo K g séria prâctica- 
mente nula, mientras que en los otros sistemas mencionados K g ,- 
tendria un valor bajo pero finito.
A pesar del évidente soporte experimental que avala los modèles 
anteriormente expuestos, hay que considerar que éstos se basan -
en asociaciones existantes entre el componente regulador y el re
ceptor, o el componente catalitico, los cuales han sido estudia- 
dos preferentemente en sistemas solubilizados con detergentes.
Los principales estudio del sistema adenilato ciclasa "in situ", 
en au forma asociada a membrana, se deben al grupo de Rodbell, - 
el cual, recientemente mediante la técnica de "inactivaciôn por 
irradiaciôn" determinô el tamano dé la adenilato ciclasa en si - 
tuaciones expérimentales definidas (37)(40).
De esta forma, el mencionado grupo calculô para el sistema aden^ 
lato ciclasa sensible a hormona, un tamano entre 6 y 13x10^ D., 
sin embargo, el tamano se reducla después de la preactivaciôn 
con F”, nucleôtidos de guanina o después de la activaciôn en pre 
sencia de GTP y hormona (40). De estas observaciones, se dedujo 
que una forma de gran tamano era un precursor esencial para la - 
activaciôn del sistema por varios efectores.
También se comprobô que el tamano del receptor en su forma aso -
ciada al componente regulador (complejo RN) era aproxiraadaraente 
de 700000 D., y que cuando la enzima era activada por glucagôn y
ADENILATO CICLASAS DEBILMENTE ASOCIADAS A MEMBRANA
CAPITULO I PAGINA 52 INTRODUCCION
GTP el tamano disminula a 350000 D., a pesar de que esta ultima - 
unidad funcional deberia incluir ademas del complajo RN, el compo 
nente catalitico.
El estudio de los diferentes tamanos del sistema adenilato cicla­
sa "in situ", en condiciones determinadas, llevô a estos autores 
a suponer que el complsjo RN esta présenté en la membrana como - 
una estructura oligomérica (154)- El acoplamiento de RN con el - 
componente catalitico se realizarla, segun el grupo de Rodbell, - 
por un mecanismo de despolimerizaciôn, inducido por la hormona y 
el GTP, tal como se esquematiza en la figura 11.
Este modelo, denominado "acoplamiento por disgregaciôn", sugiere 
la existencia de una estructura oligomérica compuesta de unidades 
constituidas por el receptor (R) y el componente regulador (N),la 
cual existirla en dos configuraciones distintas, una estructura A 
(figura 11) no ocupada, que favoreceria la uniôn de la horraona(H) 
pero no la uniôn de GTP, y una estructura B, inducida por la 
uniôn de la hormona a la forma A, en la cual la asociaciôn del 
GTP al componente regulador estaria favorecida. La reacciôn del 
GTP con la forma B, produciria la disgregaciôn de la estructura - 
oligomérica, quedando libres los monômeros RN, los que al asociar 
se con el componente catalitico G, originarlan la forma activada 
de la holoenziraa.
Esto modelo contempla varias diferencias significativas con res - 
pecto a los anteriormente expuestos. En primer lugar, supone que 
el complejo hormona-receptor formaria parte de la holoenzima acti 
vada, y en segundo lugar, considéra que el proceso de inactive 
ciôn no iraplicaria necesariamente la hidrôlisis del GTP.
Hay que considerar que el modelo de "acoplamiento por disgrega -- 
ciôn", supone una nueva visiôn del proceso de modulaciôn hormonal 
pero la base experimental que lo sustenta es restringida y, por - 
lo tanto, su validez debe seguir siendo estudiada.
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HORMONA 
(H) .
GTP
AMPc ATP
GTP
GTP
Figura 11. Modelo de acoplamiento por”diagregaci6n”, 
propuesto por Rodbell y colaboradores pa­
ra explicar la activaciôn del sistema adenilato cicla 
sas por hormonas y GTP.
Receptor (R)
Componente 
Regulador (N)
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XIII. PAPEL DEL cAMP EN LOS SERES VIVOS
El cAMP es un agente regulador ampliamente generalizado de todas 
las células y tejidos (10). Su funciôn afecta procesos intracelu 
lares tan variados como: secreciôn, diferenciaciôn, replicaciôn,
transporte, locoraociôn, utilizaciôn de energla, etc (166).
El primer efecto biolôgico atribuido al cAMP, fué la activaciôn - 
en el hlgado de la fosforilasa de glucôgeno, responsable de la de 
gradaciôn de dicho polisacarido con formaciôn de glucosa-l-fosfa- 
to. En el hlgado y en el musculo, la fosforilasa existe bajo dos 
formas: una denominada fosforilasa a (activa) y otra denominada
fosforilasa b (inactiva). La conversiôn de la forma b a la forma 
a, implica la fosforilacion de la molécula de fosforilasa b, a - 
partir del ATP, por mediaciôn de la quinasa de la fosforilasa.
Esta ultima enzima a su vez, existe en dos formas: una activa fos 
forilada y otra inactiva defosforilada. La conversiôn de la for­
ma inactiva a la activa se produce por la acciôn de una quinasa - 
de protelna, cuya actividad se manifiesta en presencia de cAMP 
(167).
Las quinasas de protelnas fueron descubiertas por el grupo de Ed- 
wing Krebs (168). Su acciôn catalltica radica en la transferen - 
cia del grupo fosfato terminal del ATP, a los residuos serina o - 
treonina de las cadenas polipeptldicas en presencia de Mg*^.
La mayor parte de estas enzimas son moduladas por interacciôn di- 
recta con agentes reguladores que son, en muchos casos, mensaje - 
ros de seriales provenientes del exterior de la célula.
En base a este criterio, se ha clasificado a las quinasas de pro­
telnas en: dependientes de cAMP (168), dependientes de cGMP(l69)
dependientes de C a ^  (170), y dependientes de RNA bicatenerio 
(171 ).
Las quinasas de protelnas dependientes de cAMP fueron las prime - 
ras en ser caracterizadas (168) y pueden ser considerados como 
los verdaderos receptores Intracelulares de dicho nucleôtido. Me
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diante la acciôn de estas enzimas, el cAMP puede regular procesos 
de fosforilaciôn de protelnas especlficas, lo que supone una modu 
laciôn de los procesos fisiolôgicos en los que dichas protelnas - 
intervienen.
XIII,1 QUINASAS DE PROTEINAS DEPENDIENTES DE cAMP
Existen, al menos dos tipos diferentes de quinasas de protelnas - 
dependientes de cAMP, denominadas I y II. Ambas isoenzimas son - 
protelnas tetraméricas cuya actividad catalltica es estimulada 
por el cAMP. Este nucleôtido provoca la disociaciôn de la holoen 
zima inactiva en una subunidad regulatoria dimérica (R^) que une 
cAMP y dos subunidades catallticas activas (C) (172);
holoenzima inactiva fR^Cg)-^ 2cAMP — ------  cAMPl^+ 20
Las subunidades catallticas de ambos tipos de quinasas tienen pe­
sos moleculares, composiciôn de aminoâcidos y especlficidades de 
sustrato muy sirailares. Esto indicarla que poseen una subunidad 
catalltica comûn, cuyo peso molecular es de 4-0000 D. Las subuni­
dades regulatorias, en cambio, difieren en sus pesos moleculares, 
siendo de 4-9000 D. para el tipo I y de 56000 D. para el tipo II - 
(173) .
Las principales diferencias entre ambos tipos de quinasas de pro­
telnas dependientes de cAMP, se refieren a su localizaciôn celu - 
lar y al comportamiento de la subunidad regulatoria frente al ATP.
Corbin y colaboradores (174) demostraron que la quinasa tipo I e^ 
ta localizada en el citoplasma, mientras que la del tipo II se en 
cuentra asociada a membrana.
Esta asociaciôn se realiza mediante las subunidades regulatorias.
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de manera que al interaccionar la quinasa con cAMP, se liberarlan 
el citoplasma subunidades catallticas activas, en tanto que el - 
complejo subunidad regulatoria cAMP, permanecerla asociado a la - 
membrana (figura 12). Por otra parte, la enzima de tipo II, tie- 
ne la capacidad de autofosforilar sus subunidades regulatorias en 
presencia de ATP, lo que origins un incremento de la sensibilidad 
de la enzima al cAMP (175). Esta modificacion hace que la concen 
traciôn de cAMP necesaria para la disociaciôn de ambos componen - 
tes, sea mener, y al mismo tiempo, disminuye la velocidad de rea- 
sociaciôn en ausencia del nucleôtido clclico (176).
La quinasa de protelna tipo I, ai bien no es modulada por autofo£ 
forilaciôn, se régula por un mecanismo que involucra también al - 
ATP (figura 13). La enzima no disociada une dos moléculas de ATP 
con alta afinidad, ésto origina una disminuciôn en la capacidad - 
de uniôn de cAMP, siendo entonces necesaria una mayor concentra - 
ciôn de este nucleôtido para la disociaciôn y subsecuente activa­
ciôn de la enzima. El ATP provoca, ademas, un aumento de la velo 
cidad de reasociacioôn en ausencia de cAMP. Al encontrarse el 
ATP en la célula en concentraciôn bastante elevada, este proceso 
supone un mayor requerimiento de cAMP para la activaciôn de este 
tipo de quinasa (177), este requerimiento de cAMP estaria dentro 
de los niveles intracelulares alcanzados luego de la respuesta 
hormonal de la adenilato ciclasa.
La ecuaciôn de activaciôn de la quinasa de protelnas tipo I séria
RgCg (ATP)g 4- 2cAMP  ^ --  R^(cAMP)g +2G(ATP)
La existencia simultanea de estos dos tipos de quinasas de prote^ 
nas dependientes de cAMP, implicarla para las mismas, diferentes 
papeles fisiolôgicos, de acuerdo a sus distintas subunidades regu 
latorias. La quinasa tipo II, séria mas sensible a un aumento de 
cAMP, que la de tipo I, éstas ultimas se reasocian mas râpidamen- 
te al bajar los niveles del nucleôtido clclico.
 3e ha demostrado, por otro lado, la existencia de determinados in
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Figura 12. Modelo propuesto por Corbin para :4l mecanismo de 
accion hormonal. Este modelo, en el que se am - 
plia el modelo de Sutherland (Fig.3)# propone la compartamentali- 
zacion de las quinasas de protelnas. La subunidad i-egu J a toria ( R ) 
de la quinasa de tipo II, estara unida a la cara interna de la 
membrana plasmâtica, mientras que la de tipo I (R'),estarâ libre 
en el citoplasma. De este modo, la subunidad catalltica (C)(que 
es comun a ambas) podria actuar de modo mâs eficicnte sobre sus - 
tratos. proteicos (S) localizados en la membrana, como primera re^ 
puesta a la acciôn hormonal..
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©
cAMP
Figura 13. Mecanismo propuesto para la activaciôn de la
quinasa de proteinas de tipo I. En la célula - 
viva altos niveles de AMP clclico causan la disociaciôn y activa­
ciôn de la enzima: el nucleôtido clclico se une con alta afini -
dad al sitio y la subunidad £ transfiere el fosfato del ATP
a sus protelnas sustrato. La reducciôn de los niveles de AMP cl­
clico lleva a la formaciôn de las moléculas asociadas de enzima - 
^ través de esta asociaciôn el sitio para el sustrato 
ATP de C. se convierte en un sitio de alta afinidad para el nucle 
ôsldo trifosfato, para lo cual contribuye también R. Esta trans- 
formaciôn del sitio del ATP causa la inhibiciôn de la actividad - 
fosfotransferasa. Por otra parte, el sitio de alta afinidad para 
AMP clclico en la subunidad %\glibre queda transformado en un - 
sitio de baja afinidad por causa de la reasociaciôn. Si la enzi­
ma es de tipo II, el asterisco, marca el sitio de posible fosfor_i 
laciôn. La incorporaciôn de fosfato en dicho sitio de R(t t\ indu 
ce la disociaciôn de la quinasa y podria inhibir la union de al 
ta afinidad del ATP, a la holoenzima ^(u)2*^2'
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hibldores proteicog ternoestables de estas quinasas. El Inhibi - 
dor mas estudiado fue el de musculo de conejo, cuyo peso molecu - 
lar es de 11300 D. Dicho inhibidor, actua asociandose a la sub - 
unidad catalltlca de la qulnasa, como un inhibidor competitivo de 
los sutratos proteicos.
La concentracion de inhibidor en el tejido, permits bloquear el - 
20 % de la actividad quinasa, dependiente de cAMP (178). E&te he^  
cho perraitirla suponer un papel regulador para este factor, cuan- 
do la concentracion intracelular de cAMP se encuentra en niveles 
cercanos a los basales, pero no cuando se encuentra incrementada
(179). Las cantidades de inhibidor en la celula pueden variar si 
se la somete a distintas condiciones fisiologicas, lo que reforza 
ria la idea de su posible papel regulador de la actividad quinasa
(180).
Las concentraciones intracelulares de cAMP son del orden de 10~^M 
suponiendo una distribucion uniforme del nucleotido en el medio - 
acuoso de la celula, sin embargo, la concentracion de cAMP, reque 
rida para lograr el 50 % de la maxima actividad catalitica de la 
quinasa purificada, es aproximadamente 10"^M. En estas condicio­
nes, el nivel basal de cAMP serla mas que suficiente para mante - 
ner a las quinasas en un estado completamente activado, no obstan 
te, la actividad basal de las quinasas de protelnas "in vivo", es 
baja, y hay una buena correlacion entre los aumentos intracelula- 
res del nucleotido y el incremento de la actividad catalitica.
Una posible explicacion para esta paradoja es que, el cAMP y la - 
quinasa de proteinas se encuentran separados, en compart!mentos - 
celulares diferentes. Steiner y su grupo (181) deraostraron con - 
la ayuda de la inraunofluorescencia, una distribucion discrets del 
cAMP y del cGMP en células de la glândula tiroides. Recientemen- 
te, Brunton y colaboradores, obtuvieron resultados que sugieren - 
una compartimentalizaciôn del cAMP y la quinasa de protelna, para 
explicar la regulaciôn por cAMP de la contracciôn cardiaca (182).
Existen otros factores que pueden modificar la interacciôn de la 
quinasa con el cAMP. Uno de elles es el «fecto ya mencionado del
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ATP sobre la reasociaciôn de las subunidades separadas de la qui­
nasa tipo I, auraentando el grade de disociacion entre el cAMP y - 
la enzima. La constante de disociacion para el compleje subuni - 
dad regulatoria cAMP, es de 6.10~^M, en ausencia de ATP, mientras 
que, en presencia de una concentracion fisiologica de este nucleo 
tide (^mM), dicha constante se ve incrementada a 2x10"^M, valor - 
cercano al de los niveles Intracelulares alcanzados por el nucleo 
tido ciclico, luego de la estimulacion hormonal.
Otro factor que provoca una variaciôn de la constante de disocia­
cion entre el cAMP y la quinasa, es el numéro de moléculas de es­
ta enzima por célula. Por ejemplo, en presencia de ATP y caselna 
cuando la quinasa se encuentra a una concentracion de 10”®M, la - 
constante de disociacion para el cAMP, es de 2x10"^M, en cambio, 
cuando la concentracion de la enzima se eleva a 2x10"^M, la cons­
tante de disociacion se incrementa a 1,5 x 10”^M. Este mécanisme 
podrla operar "in vivo", ya que la concentracion de quinasa de 
protelna en la célula, es del orden de 2-3 x 10"^M, casi idéntica 
a la de su activador.
De esta forma, tanto el sustrato de las quinasas de protelnas, co 
mo la concentracion de enzima y la existencia de inhibidores pro- 
téicos terraoestables, condicionan las relaciones entre el cAMP y 
las subunidades regulatorias de la quinasa, asegurando una corre­
lacion entre el range dentro del cual varlan los niveles intrace- 
1 ..lares del cAMP y la sensibilidad de las quinasas de protelnas a 
dicho nucleotido.
XIII,2 FOSFATASAS DE FOSFOPROTEINAS
Si la fosforilaciôn de las cadenas polipetldicas, efectuadas por 
las quinasas de protelnas, fuera un proceso irreversible, los
ADENILATO GIGLASAS DEBILMENTE ASOGIADAS A MEMBRANA
CAPITULO PAGINA 61 INTRODUGGION
efectos hormonales serian permanentes, aun cuando desapareclera - 
la causa que provoca cl aumento de los niveles intracelulares de 
cAMP. La reversibilidad del prooeso viene dada por la defosfori- 
lazaciôn de las protelnas fosforiladas,
Esta reacciôn, es catalizada por un grupo especial de fosfohidro- 
lasas denofflinadas fosfatasas de fosfoprotelnas (fosfoprotelna fo^ 
fohidrolasa, E.G. 3.1.1.16).
La actividad fosfatasa que cataliza la defosforilaciôn de una va- 
riedad de sustratos protéicos en forma inespeclfica, se purificô 
a homogeneidad, a partir de preparaciones de hlgado y corazôn 
(183) y se asociô con una protelna de peso molecular 35000 D.,que 
representarla la porciôn catalitica de una holoenzima constituida 
por dos subunidades catallticas y una subunidad de peso molecular 
65000 D., con posible funciôn inhibidora (ISA).
La regulaciôn de las fosfatasas de fosfoprotelnas, puede presen - 
tarse bajo diferentes formas:
a) competencia de varies sustratos por la enzima
b) uniôn especlfica de modificadores con los sustratos protéi -
COS
c) interacciôn no competitiva de moduladores prooéicos con la - 
enzima
En este ultimo tipo de regulaciôn, puede ser encuadrada la actua- 
ciôn de los inhibidores protéicos terraoestables del musculo, deno 
minados inhibidores J. y 2, y del inhibidor de hlgado (185).
El inhibidor 1_ para ser active debe ser f osf orilado por una quina 
sa de protelna dependiente de cAMP (186)(figura 14).
Asl pues, el aumento en les niveles de cAMP, détermina, por un la 
do, la activaciôn de las quinasas de protelnas dependientes de di^  
cho nucleôtido, y por otro, la inactivaciôn de las fosfatasas de 
fosfoprotelna, por el inhibidor j[, lo que supone, en definitive, 
un balance favorable es el sentido de la fosforilaciôn protéica.
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Fasa
inacl
Fasa
act
Figura 14' Gircuito de regulaciôn de las fosfatasas 
de fosfoprotelnas. La fosfatasa activa 
se une al inhibidor de tipo I (i.) que para actuar - 
debe ser fosforilado por una quinasa de protelnas, - 
dependiente de AMP ciclico.
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XIII,3 PROGESOS DE FOSFORILAGION-DEFOSFORILAGION MEDIADOS POR - 
cAMP
La fosforilaciôn de protelnas, es el principal mécanisme por el - 
cual los procesos intracelulares, responden a los estlmulos fisio 
lôgicos externos, ya sean mediados por el cAMP o por otros agen - 
tes.
El cAMP, a través de la modulaciôn simultanea de las quinasas y - 
fosfatasas de fosfoprotelnas, régula una gran variedad de proce - 
SOS fisiolôgicos.
En la glucogenolisis (187), desempena su papel regulador modulan- 
do los estados de fosforilaciôn de la fosforilasa del glucôgeno, 
la quinasa de la fosforilasa y la glucôgeno sintetasa, asl como - 
controlando la expresiôn de la actividad de las fosfatasas. La - 
acciôn glucogenolltica del cAMP se esquematiza en la figura 15. 
Esta se produce por la acciôn de las quinasas de protelnas depen­
dientes de cAMP, las cuales originan:
a) un incremento de los niveles de la quinasa de la fosforilasa 
y subsecuenteraente, de la fosforilasa del glucôgeno a
b) una reducciôn de los niveles de glucôgeno sintetasa activa y
c) una inhibiciôn de la actividad de la fosfatasa de protelnas 
a través de la activaciôn del inhibidor
El papel activador de las quinasas de protelnas dependientes de - 
cAMP, observado inicialmente en cuanto a su acciôn sobre la quina 
sa de la fosforilasa, pronto hizo suponer que estas «nzimas opera 
ban en forma mas generalizada mediando los diverses efectos ejer- 
cidos por el cAMP en las células, de tal manera que la especific 
dad de una hormona determinada, estarla condicionada por la pre - 
sencia del receptor correspondiente en la membrana plasmâtica de 
la célula, y ademas, por la presencia de determinados sustratos - 
fisiolôgicos de las quinasas de protelnas, dependientes de cAMP -
ADENILATO GIGLASAS DEBILMENTE ASOGIADAS A MEMBRANA
CAPITULO PAGINA 64 INTRODUGGION
m FO D H Â S A
Inad
[A l^cfclico \
QUm SA  
imcl
A i
i 1 \
FOSFCmiLASA 
QUINASA
iH K t ^ A T I »W
FOSFOMLASA 
DP
FOSFATASA
hxjct
— lTOS«r4M  I
OLUœCENO 
SPITETASA^P 
fract
oLUCooim
G k i f P ^ /  \^ U D P - ç lu  \
/v-A y ^ u D P
\< iL U C O Û E N O J f 
n -H
ocf
Figura 15. Control del metabolismo del glucôgeno por 
AMP ciclico.
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en su interior.
En el caso do que los sustratos sean enzimas, el efecto de la fo^ 
forilaciôn, generalmente, supone una modificaciôn: de la Km para
el sustrato, de la Ka para un activador, o de la Ki para un inhi­
bidor. Por otra parte, los propios sustratos o determinados actl 
vadores e inhibidores, pueden tarabién afectar la velocidad de fo£ 
forilaciôn o defosforilaciôn de las enzimas sobre las que actûan.
Asl pues, los procesos de fosforilaciôn-defosforilaciôn enziraati- 
ca no suponen, en general, un mécanisme por el cual la enzima ac­
tua o deja de actuar, sino que mas bien, originan dos o mas esta­
dos de la enzima que responden de distinta manera a sustratos y  - 
moléculas reguladoras. Los efectos producidos en la enzima por: 
la fosforilaciôn covalente, las moléculas efectoras alostéricas - 
y los propios sustratos, representan la forma por la cual, la in- 
forraaciôn extra e intracelular se integra para determinar la acti^  
vidad précisa de una ruta metabôlica "in vivo" (188).
La presencia, en diferentes tejidos de una variedad de sustratos 
para las quinasas de protelnas dependientes de cAMP, explica la - 
diversidad de la acciôn hormonal, mediada por este nucleôtido.
En el tejido adiposo, la triglicérido lipasa (triacil glicerol 
acil hidrolasa E.G. 3.1*1.3.)» existe en dos formas, una activa - 
fosforilada y otra inactiva defosforilada (189). La fosforila 
ciôn es catalizada por una quinasa de protelna dependiente de 
cAMP, de tal forma que la acciôn lipolltica del cAMP en este teji 
do se verifies por un mécanisme muy similar al ejercido sobre el 
metabolismo del glucôgeno.
Recientes trabajos del grupo de Severo Ochoa (190), asignan al 
cAMP un papel regulador en la slntesis de protelnas en lisados de 
reticulocitos.
En este sistema, el cAMP, activarla una quinasa capaz de fosfori- 
lar un inhinidor de la acciôn del factor de iniciaciôn de la tra- 
ducciôn eIF-2.
En el Sistema Nervioso, existen suficientes evidencias para cons_i
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derar que el cAMP, a través de la aeciôn de las quinasas de pro - 
teinas, desempena, en primer lugar, un importante papel en la re- 
gulaeiôn de la biosintesis de determinados neurotransmisores, mo- 
dulando la actividad de la tirosina hidroxilasa, y en segundo lu­
gar, mediando los efectos postsinapticos de los neurotransmisores 
en cierto tipo de sinapsis, mediante la regulaciôn del estado de 
fosforilaciôn de proteinas especlficas de membrana implicadas en 
el transporte iônico, a través de la misma (191).
La importancia de las quinasas de proteinas dependientes de cAMP, 
se ha establecido en otros casos, por ejemplo: la fosforilaciôn
de la troponina I, en las fibras de musculo cardlaco disminuye su 
afinidad por el Ga^^.
Esta observaciôn, puede contribuir a explicar el incremento de la 
velocidad de relajaciôn del musculo cardiaco, producido por la 
adrenalina (192). Por otra parte, el crecimiento de células de - 
mamifero es inhibido por cAMP después de ser anadido al medio de 
cultive, este hecho permits la selecciôn de mutantes en los cua - 
les este fenômeno no se observa. Las mutantes seleccionadas tie- 
nen su actividad quinasa de proteina dependiente de cAMP sensible 
mente reducida (193).
Una de las caracteristicas de las quinasas de proteinas dependien 
tes de cAMP, es su alta especifidad, fosforilando muy pocas pro - 
teinas a velocidad significants. La base de esta especifidad se 
ha puesto de manifiesto recientemente con el descubrimiento de 
que los sustrauos fisiolôgicos de estas enzimas contienen invaria 
blemente dos aminoâcidos bâsicos adyacentes al residue que es fo£ 
forilado (194)•
Existen otros efectos ejercidos por el cAMP en los cuales aun no 
se ha confirmado un papel directe de las quinasas de proteinas, - 
como en la secreciôn, diferenciaciôn, etc., pero, en parte, hay - 
que considérer que la naturaleza molecular de estos procesos en - 
si, es aun desconocida.
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XIII,4 Ga"^  ^Y cAMP
La Informaciôn exlstente sobre las Interacciones del Ga^^ y el - 
cAMP en los procenos celulares, es muy limitada ya que las inves 
tigaciones se han focalizado principalmente en la actuacion de - 
cada uno de estos agentes por separado.
El estudio de dichas interacciones entre Ga y el cAMP en dife­
rentes tejidos, ha permitido diferenciar dos mecanisraos de con - 
trol: Sistemas de control monodireccional y Sisteraas de control 
bidireccional (195).
Las caracteristicas bâsicas del control monodireccional son:
1. Los agentes estimuladores pueden incrementar, parcialmente,
i'2los niveles intracelulares de Ga y cAMP.
2. El cAMP incrementa el Ga^^ citosôlico y las acciones lleva- 
das a cabo por este cation.
3. El Ga^^ citosôlico no modula los niveles de cAMP.
+2Tanto el Ga como el cAMP pueden inducir respuestas diferentes 
en la célula.
La liberaciôn de catecolaminas en la médula adrenal o el control 
de la esteroidogénesis en la corteza adrenal, se ajustas a este 
tipo de control monodireccional.
El esquema de control bidireccional, se ajusta a células regula- 
das por dos agentes estimuladores opuestos. La presencia de un 
estimulante, origina un incremento en la actividad celular, mien 
tras que el segundo estimulante origina la recuperaciôn del efe£ 
to causado por el anterior o la acciôn opuesta.
En la mayoria de los casos el Ca^^ es el segundo mensajero para 
el primer estimulante, mientras que la acciôn antagônica del se­
gundo estimulante, es aparentemente mediada por el cAMP que actua 
dismihuyendo los niveles de Ga"^  ^citoplasmâtico. En los casos en 
que el cAMP actua como segundo mensajero primario, tal como ocu - 
rre en hlgado o en tejido adiposo, la existencia de un segundo
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mensajero mediando la acciôn del estimulante opositor como séria 
la insulina, no se ha podido establecer.
Las caracteristicas bâsicas del control bidireccional son:
1. Un grupo de estimulantes increments el cAMP y otro grupo di
-4-2ferente aumenta el Ga intracelular.
2. El cAMP disminuye el Ga’^ ^citoplasmâtico.
i_2
3. El efecto del Ca es opuesto al del cAMP.
La contracciôn del musculo lise o el metabolismo del glucôgeno - 
en el hlgado, son procesos que se ajustan a este mécanisme de 
control bidireccional.
La diferencia bâsica entre los sistemas de control mono y bidi - 
direccional reside en la naturaleza de la interacciôn entre el - 
cAMP y el Ga^^ (figura 13). En el sistema monodireccional, el - 
cAMP potencia la senal del Ca , mientras que en el bidireccio - 
nal, se opone a ella.
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SISTEMA BIDIRECCIONAL
Estimulante 1
Estimulante 2
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•î
Efecto î
Contracciôn
Secreciôn
Metabolismo
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î
SISTEMA MONODIRECCIONAL
Ca":
Estimulante 1
Estimulante 2
f
t
f ContracciônSecreciônDivision
Figura 13- Representaciôn esquemâtica de log site- 
maa de control mono y bidireccional ejer
-f 2 ~cidos por el Ca y el cAMP.
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XIV. cAMP Y ADENILATO CICLASA EN BACTERIAS
XIV,1. cAMP EN ESCHERICHIA COLI
Un hecho conocldo hace muchos anos es que la capacldad de E.coll 
de fermenter la lactosa se inhibe cuando la glucosa se encuen - 
tra también en el medio de cultivo (196).
La glucosa origina la inhibiciôn de la slntesis, no solo de las 
enzimas que intervienen en el catabolismo de la lactosa, sino 
también de otras enzimas inducibles. Esta capacidad de la gluco 
sa de inhibir la slntesis de una variedad de enzimas, se denomi- 
nô "efecto glucosa".
Poco tiempo después del descubrimiento del cAMP por Sutherland y 
colaboradores en células animales, estos mismos autores demostra 
ron la presencia de este nucleôtido en E. coli y observaron que 
su nivel era afectado por el sustrato que soportaba el crecimien 
to de la bacteria (197).
Cuando la bacteria crece en un medio suplementado con glucosa, - 
los niveles de cAMP estân sensiblemente disminuldos, sin embargo 
al agotarse la glucosa en el medio, los niveles de cAMP aumentan 
considerablemente. La readiciôn de glucosa vuelve a hacer des - 
cender los niveles del nucleôtido.
De estas observaciones surgiô la idea de que la glucosa podria - 
reprimir la slntesis de la^galactosidasa y otras enzimas catabo 
licas inducibles a través de una disminuciôn en los niveles de - 
cAMP.
Perlman y Pastan (198) demostraron que al anadir cAMP a los cul­
tives de E.coli se contrarrestaban los efectos represivos de la 
glucosa sobre la slntesis de la^galactosidasa y la triptofanasa. 
Posteriormente, se demostrô que el cAMP contrôla la slntesis de 
otras protelnas (199).
Concretamente, para el caso del operôn lac, pronto se demostrô -
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que el cAMP no solamente estimulaba la slntesis de la^galactosi 
dasa en un extracto libre de células, sino que estimulada la sin 
tesis del RNA mensajero correspondiente a ducho operôn (200).
La existencia de una mutante incapaz de sintetizar las enzimas - 
su jetas al control de la glucosa, aun en presencia de cAMP, sugi. 
riô que el nucleôtido requerla de otra molécula intracelular pa­
ra activar la expresiôn genétlca (201).
Zubay y colaboradores (202), demostraron que extractos de esta - 
mutante, denominada erp, no podlan sintetizar y^galactosidasa aun 
en presencia de cAMP, pero cuando dichos extractos, se supleinen- 
taban con los de células normales, el defecto se corregla. Este 
grupo demostrô que el factor ausente en erp era de naturaleza 
protéica. Posteriormente, Emmer y colaboradores (203), usando - 
^^H^cAMP, observaron que dicha protelna era capaz de unir el nu­
cleôtido ciclico y se denominô CRP (Protelna Receptora de cAMP).
Esta protelna tiene un peso mole..ular de X5000 D., y esta consti^ 
tuida por dos subunidades idénticas.
El cAMP forma un complejo con la CRP que actua a nivel de la in_i 
ciaciôn de la transcripcioôn. El modelo simplificado propues to, 
segôn los diferentes estudios realizados con el operôn lac, se - 
esquematiza en la figura 14--
El complejo cAMP-CRP reconoce una secuencia caracterlstica del - 
promoter, a través de la cual se asocia al DNA.
Lu. regiôn del promoter a la que se une la RNA polimertisa esta 
constituida. por una zona rica en adenina y timina (A-T), la cual 
esta flanqueada por zonas ricas en guanina y citosina (G-C). La 
zona A-T, debido a su inherente baja temperature de transiciôn, 
es por donde la RNA polimerasa "entra" al DNA, pero esta zona e£ 
ta asociada a ambos lados a regiones G-C que tienen un fuerte 
efecto estabilizante de la zona A-T, elevando su temperature de 
transiciôn e inhibiendo de esta forma la asociaciôn de la RNA po 
limerasa al DNA.
Dickson y colaboradores (204)» sugieren que la uniôn del comple-
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complejo
inerte
zona
heptanudeotidicaZona A-T
promotor desnaturolizadoAMPc
Zona
IntermediarioAMPc
Zona ^-T
complejo
obiertoAMPc
Z 0
Zona
Figura 14» Modelo para la iniciaciôn de la transcripciôn del 
operôn lac » La RNA polimerasa (RNap) forma un 
complejo inerte de iniciaciôn en la zona rica en adenina y t^ 
mina (zona A-T). El complejo cAMP-CRP interacclona en un si- 
tio especlfico del operôn, originando la disociaciôn de la zo 
na A-T y favoreciendo la "entrada” de la RNAp al DNA. El 
equilïbrio existante entre estos dos estados de la RNAp es in 
fluenclado por la afinidad de esta hacla la zona heptanucleô- 
tida cercana al punto de iniclo de la transcripciôn.
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Jo cAMP-GRP al DNA desegtabiliza las regiones G-G adyacentes a - 
la zona de interaction de la RNA polimerasa, favoreciendo la aso 
ciaciôn de esta al promotor y, por consiguiente, a la iniciaciôn 
de la transcripciôn.
Algunos promotores, a través de los que actua la RNA polimerasa 
de E. coli, han sido secuenclados y se ha encontrado en todos 
ellos la presencia de una misma zona constituida por siete nucle 
ôtidos. Esta zona se encuentra pocos nucleôtidos antes del lu - 
gar de iniclo de la transcripciôn. Se ha sugerldo que esta zona 
Influencia el equilibrio de asociaciôn de la RNA polimerasa al - 
promotor.
XIV,2 LA ADENILATO GIGLASA DE ESGHERIGHIA GOLI
Los datos obtenidos con E. coli, creciendo en un medio suplemen­
tado con glucosa, han llegado a sugerir que la disminuciôn de 
los niveles de cAMP se deben, no a una estimulacion de la libéra 
ciôn del nucleôtido al medio, sino mas bien, a la inhibiciôn de 
su slntesis (204).
La presencia de la adenilato ciclasa en E. coli fué docuraentada 
en 1969 por diverses laboratories (205)(206).
Una gran proporciôn de la actividad adenilato ciclasa se asociô 
con la fracciôn de membranas pero, a diferencia de la enzima de 
células animales, la adenilato ciclasa de E. coll se puede ex 
traer en forma soluble sin el use de detergentes.
La enzima tiene un peso molecular aproximado de 110000 D., y fun 
ciona tanto con Mg"^  ^ como con Mn"*"^ , siendo éste ultimo preferido 
a bajas concentraciones del catiôn.
A pesar de que, aparentemente la glucosa inhibe la slntesis de - 
cAMP "In vivo", no se ha podido demostrar un efecto inhibitorio
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de la glucosa sobre la actividad adenilato ciclasa en extractos 
libres de células. En este sistema se ha observado, por otra 
parte, el efecto inhibitorio que ejercen el oxalacetato y pirldo 
xal fosfato sobre la enzima (205).
Peterkofsky (207) ha sugerido que un posible control de la acti­
vidad de la adenilato ciclasa se podrla veriflcar a través de
los sistemas de transporte de azûcares al interior de la bacte - 
ria.
Una gran proporciôn de azûcares que penetran en la bacteria im - 
pilean a un sistema de transporte especlfico que usa la energla 
derivada del fosfoenolpiruvato (PEP), para acoplar la transloca- 
ciôn del azûcar a través de la membrana mediante la fosforila 
ciôn del raismo.
En dicho sistema de transporte intervienen très enzimas, dos de 
ellas son citoplasmâticas y se denominan: Enzima I y HPr; la 
otra esta asociada a la membrana y se denomina Enzima II, siendo 
esta ultima especlfica para cada azûcar que es transportado. La 
secuencia de acontecimientos que involucra a este sistema fosfo- 
transferasa séria:
P E P +Enzima I  ^   ^Enzima I - P 4- Piruvato
Enzima I - P4-H P r  ^ P - H P r -t-Enzima I
P - H P r+Enzima II  ^ Enzima II - P + H P r
Enzima II - P-t-Azûcar fuera Azûcar - P dentro 4-Enzima II
En base a sus resultados Peterkofsky, sugiere que la Enzima en - 
su forma fosforilada es un activador de la adenilato ciclasa, de 
tal forma que la desapariciôn del estado fosforilado, proraovido 
por el transporte de la glucosa origina la inhibiciôn o desacti- 
vaciôn de la enzima y la consiguiente reducciôn de los niveles - 
de cAMP.
No todos los azûcares transportados al interior de E. coll depen 
den de este sistema fosfotransferasa, de hecho muchos carbohldra
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tos, tales como la lactosa, ribosa y glucosa-6-fosfato, cruzan - 
la membrana en forma inalterada, a través de un proceso que inv£ 
lucra el transporte de protones.
Como resultado de la utilizacion de la energla, las células ori­
ginan un gradients de protones a través de la membrana. En el - 
paso final de la generaciôn de dicho gradients interviens la bom 
ba de provones, asociada a la membrana.
La entrada del azûcar al interior de la bacteria esta asociada - 
al reciclado de protones, segûn el siguiente esquema:
 ^ f—
Azûcar fuera-j-ii*”fuera P^rmeasa. dentro+H dentro
asociada a membrana
Mediante el uso de un sustrato no metabolizable de la lactosa 
permeasa como el tiometilgalactosidô, se observé que este proce­
so de transporte origina la inhibiciôn de la actividad adenilato 
ciclasa (208), y se demostrô que dicha inhibiciôn era consecuen- 
cia de la desapariciôn del gradients de protones que acompana al 
transporte del azûcar.
Un posible modelo de la regulaciôn de la adenilato ciclasa aco - 
plada a los procesos de transporte de azûcares se esquematiza en 
la figura 15*
Dicho modelo sugiere que el transporte de los azûcares al inte - 
rior de la bacteria lleva conslgo la inhibiciôn de la adenilato 
ciclasa, la cual podrla ser activada por diverses efectores en - 
el interior de la célula.
Asl pues, la adenilato ciclasa de E. coll y algunas otras bacte- 
rias gram negativas, tienen una funciôn trascendentai en las 
transiciones metabôlicas de la bacteria y, careciendo de un con- 
tacto directo con el medio extracelular es capaz de actuar de 
acuerdo con los requerimientos nutricionales del medio.
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XIV,3. ADENILATO CICLASA EN BACTERIAS
La existencia de la adenilato ciclasa en bacterias fué primera - 
mente puesta de manifiesto en Brevlb.acterium liquefaciens, en 
1967 (209). Esta enzima fué posteriormente purificada, y se dé­
terminé para la misma un peso molecular de 175000 D., por filtra 
ciôn en gel (210). Se ha demostrado que el piruvato actua como 
un efector alostérico positive de la enzima. Este efecto acti­
vador se ha puesto de manifiesto también con la adenilato cicla­
sa de otras bacterias, taies como Micrococcus lysodeikticus,Arth 
robacter globiformis, Arthrobacter citrens, Micrococcus flavus - 
(211). Sin embargo, las adenilato ciclasas de Escherichia coli, 
Nocardia erythropolis, Corinebacterium equi y Bordetella pertus­
sis, entre otras, son insensibles al piruvato. Este hecho ha 
llevado a clasificar a las adenilato ciclasas de bacterias en de 
pendientes e independientes de piruvato (211). Sin embargo, las 
repercusiones fisiolôgicas de esta diferencia se desconoce.
XV. ADENILATO GIGLASA Y cAMP EN PROTISTAS
El cAMP ha sido estudiado como un regulador intracelular en una 
gran variedad de organismos, sin embargo, estos estudios se han 
hecho preferentemente en animales superiores y E. coli.
En estos dos sistemas, se ha obtenido una diferente perspective 
del papel desempenado por el cAMP.
En células animales, el cAMP, contrôla una gran variedad de fun- 
ciones que, aparentemente, no estan relacionadas entre si. En - 
E. coli, por otra parte, la funciôn del cAMP parece exclusivamen 
te dirigida a la activaciôn de las funciones reprimidas por la - 
glucosa.
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Los estudios del cAMP y  la adenilato ciclasa en protistas han 
permitido ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de régula 
ciôn ejercidos por este nucleôtido, y también, comprender mejor 
el comportamiento y las caracteristicas moleculares de la enzima 
responsable de sus slntesis.
De entre estos organismos y, en relaciôn con estos estudios, los 
que han recibido una atenciôn especial, se detallan a continua - 
ciôn:
XV, 1. DIGTÏOSTELIUM DISCOIDEUM
Este mixomicete, miembro de las Acrasiales, es uno de los orga - 
nismos mas estudiados en cuanto al papel del cAMP en la diferen­
ciaciôn .
Cuando las amebas de D. discoldeum son ayunadas se desencadena - 
el proceso de diferenciaciôn (10).
Las células son orientadas y atraidas hacia centros que eraiten - 
pulsos periôdicos de cAMP, que actua de esta forma como agente - 
quimiotâctico (212).
La capacidad de producir estas senales rltmicas de cAMP es cara£ 
teristica de cierto tipo de células diferenciadas (213).
Las células responden a estos pulsos periôdicos de cAMP a través 
de receptores especlficos para el nucleôtido en la superficie ce 
lular (214). Esta respuesta supone un incremento de los niveles 
intracelulares de cAMP que es posteriormente liberado al exte 
rior, contribuyendo a propagar y ampliar la senal iniciada (215)
De esta manera se produce la agregaciôn coordinada de las amebas 
de D. discoideum, dando lugar a um pseudoplasmodio que posterior 
mente se convertira en un esporangio.
Existen varies elementos que intervienen en este fenômeno de di-
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ferenclaclôn mediado por el cAMP (214)•
Se han caracterizado las dlstlntas actividades de fosfodiestera- 
sa de cAMP en D. discoldeum, una extracelular y otra asociada a 
membrana (216). La enzima extracelular esta directamente rela - 
cionada con el bloqueo de la senal ejercida por el cAMP; dicha - 
senal es transducida desde el receptor al interior de la célula 
en forma râpida, de tal manera que el estimulo obedece a una ra­
pide fluctuacion de la concentracion de cAMP, mas que la respue£ 
ta a un valor determinado de sus niveles (214).
El factor de acoplamiento entre los efectos quimiotacticos del - 
cAMP y los efectos inductores de la diferenciaciôn, es la adeni­
lato ciclasa.
La adenilato ciclasa de D. discoideum es una enzima asociada a - 
membrana (217) que ha podido ser solubilizada por sonicaciôn o - 
por el empleo de Triton XI00 (218). Posee un peso molecular de 
100000 D. y es activada por cAMP y 5' AMP (219).
El mecanismo molecular de la activaciôn de la enzima por el cAMP 
a través de los receptores especlficos del nucleôtido en la cara 
externa de la membrana se desconoce. Sin embargo, la generaciôn 
de los pulsos periôdicos de cAMP por las células estlmuladas obe 
dece aparentemente a un fenômeno de activaciôn e inactivaciôn se 
cuencial de la adenilato ciclasa (214)(220).
El proceso de diferenciaciôn de D. discoideum desde la fase de - 
crecimiento a la fase de agregaciôn requiers varias horas duran­
te las cuales el cAMP no sôlo actua como agente quimiotâctico,si 
no también como inductor de la diferenciaciôn, favoreciendo la 
slnteis de determinadas protelnas imprescindibles para el proce­
so de agregaciôn (221)(222).
XV,2. BLASTOGLADIELLA EMERSONII
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El ciclo asexual de este ficomicete comienza con una célula fla- 
gelada sin pared celular (zoospora), uninucleada y con baja actj^  
vidad metabôlica.
En condiciones apropiadas al flagelo se retrae y se forma un tu- 
bo germinal (germinaciôn), el cual origina posteriormente un sis^  
tema rizoidal que crece en forma râpida (fase vegetative). Si - 
los nutrientes se agotan se interrumpe el ciclo vegetative y co­
mienza la esporulaciôn (223)«
La actividad especlfica de la adenilato cicxaso. cambia aprecia - 
blemente durante el ciclo de vida de este organisme. En la fase 
vegetativa la actividad es apenas detectable, sin embargo, duran 
te la esporulaciôn la enzima es sintetizada "de novo" y la acti­
vidad aumenta 70 veces. Este aumento es coincidents con el de - 
la actividad fosfodiesterasa de cAMP, por lo que los niveles de 
dicho nucleôtido permanecen invariables durante esta transiciôn 
morfogénica (224)«
Durante la germinaciôn, las actividades especlficas de la adeni­
lato ciclasa y la fosfodiesterasa van disminuyendo gradualmente, 
no obstahte, la desapariciôn de la actividad de esta ultima es - 
mâs brusca. Esto se hace bien patente en la primera fase de la 
germinaciôn, durante la transiciôn de zoospora a célula redonda, 
previa a la apariciôn del tubo germinal, en la que los niveles - 
de cAMP aumentan hasta cinco veces (225). Gomes y colaboradores 
pudieron inducir dicha diferenciaciôn de las zoosporas con cAMP 
o inhibidores de la fosfodiesterasa (226).
Estos resultados sugieren un papel active del cAMP durante la 
morfogénesis de B. emersonii.
La adenilato ciclasa de este organisme estâ asociada con la frac 
ciôn de membranas, pudiendo obtenerse en forma soluble mediante 
el empleo de detergentes.
La enzima requiers especificamente Mn”*"^ para expresar su activi­
dad y no es estimulada ni por fluorure ni por catecolaminas. El 
verdadero sustrato de la enzima es el complejo MnATP y mientras
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que el ATP no es buen Inhibidor competitivo, el 5' AMP y GTP si 
lo son.
Las representaciones de la actividad enzimâtica frente a la con­
centracion del complejo MnATP son sigmoideas, pudiendo actuar el 
Mn"^  ^libre como activador a baja concentracion de sustrato (227)
XV,3 PHYCOMYCES
Se ha observado en el esporangiôforo del ficomicete Phycomyces - 
blakesleanus, que la estimulacion de la luz no sôlo origina un - 
incremento en su velocidad de crecimiento, sino que provoca una 
variaciôn râpida de los niveles de cAMP (228).
Durante los dos primeros minutos, después de dicha estimulacion,
los niveles de cAMP disminuyen un 60 % y vuelven râpidamente a -
los valores normales. Este pulso precede en un breve lapso de -
tiempo a la iniciaciôn del crecimiento.
La adiciôn de teofilina o cAMP al medio, provoca una râpida y 
transitoria disminuciôn del crecimiento, lo que ha llevado a su­
gerir un papel active del cAMP en el sistema de respuesta al de- 
sarrollo de este hongo (228).
La adenilato ciclasa de P. blakesleanuus no ha podido ser asocia 
da de manera concluyente con una fracciôn subcelular exclusiva, 
y aparentemente estarla débilmente unida a membrana.
Gontrariamente a la adenilato ciclasa de otros hongos, la activ_i 
dad enzimâtica es exclusivamente dependiente de Mg"^  ^y estiraula- 
ble por ciertas catecolaminas. El Mn^^ y el F~ son inhibidores 
de la enzima (229).
Una interesante caracterlstica de esta adenilato ciclasa es que 
puede ser activada "in vivo" por la luz. Este hecho ha llevado 
a suponer que la enzima estâ implicada en «1 sistema de recep
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ciôn de luz de este organismo (229). Los rapides cambios de los 
niveles de cAMP después de la estimulaciôn por la luz parecen ijn 
plicar tanto a la adenilato ciclasa como a la fosfodiesterasa.
XV,4 MUCOR
El ciclo de vida asexual de este ficomicete se puede resumir en 
très etapas: germinaciôn de esporangiosporas, crecimiento vege­
tative y forraaciôn de esporangiosporas (230). Las esporas son - 
células elipsoides con uno o dos nûcleos que germinan en dos fa- 
ses, siendo la primera un crecimiento manteniendo su forma y la 
segunda la apariciôn de un tubo germinal (si hay desarrollo de - 
hifas) o de un brote esférico (si va a crecer como levadura). 
Ambos tipos de células vegetativas (hifas y levaduras) aparecen 
segûn sean las condiciones del medio, siendo en general favora - 
bxes a las células levaduriformes la alta concentracion de hexo- 
sa, la anaerobiosis, el incremento en la presiôn parcial de dio 
xido de carbono y la presencia de cAMP en el medio. De esta for 
ma, modificando las condiciones de cultivo se puede pasar de un 
tipo celular a otro.
Larsen y Sypherd (231) en Mucor racemosus y Paveto y colaborado­
res (232) en Mucor rouxii encontraron que, cuando en los culti - 
vos se cambia una atmôsfera de diôxido de carbono por otra de - 
aire, se produce una disminuciôn de los niveles de cAMP y una 
transiciôn de levaduras a la forma fllamentosa. Sin embargo, -
cuando se agregô dibutiril-cAMP dicha transiciôn no producia.
Paznokas y Shypherd (233) postularon que la capacidad respirato- 
ria y la morfologla no estân obligatoriamente ligadas, no obstan 
te, mientras que altos niveles de cAMP y una atmôsfera de diôxi­
do de carbono son determ..nantes de la forma levaduriforme, bajos 
niveles del nucleôtido y aire lo son de la forma micelial.
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Gantore y colaboradores (234) hallaron en el desarrollo aerobico 
de Mucor rouxii que los niveles de cAMP disminuyen durante la 
germinaciôn, para restaurarse en el comienzo de la fase estacio- 
naria. En dicha fase, el hongo expulsa el nucleôtido ciclico al 
medio extracelular.
En extractos de Mucor rouxii, Paveto y colaboradores (232) demo£ 
traron que la actividad especlfica de la adenilato ciclasa no va 
rla con la morfologla del hongo. Esta enzima se encuentra prin­
cipalmente en las fracciones particuladas, pudiendo solubilizar- 
se parcialmente median te la extrawciôn con Lubrol PX (234)*
Esta adenilato ciclasa, como la de otros hongos, es dependiente 
de Mn^^, e insensible al F” o el GTP.
Por otra parte, los niveles mâs altos de la enzima aparecen en - 
las esporangiosporas, disminuyendo inmediatamente al comenzar la 
germinaciôn, durante un ciclo aerôbico, para volver a elevarse - 
al llegar a la fase estacionaria de crecimiento.
XV,5 GOPRINUS
En una cépa monocariôtica del basidiomicete Goprinus macrorhizus 
se encontrô que el cAMP y el 3’ AMP, inducen la formaciôn de 
cuerpos de fructificaciôn (235).
Existen ciertas mutantes monocariôticas que son espaces de desa- 
rrollar dichos cuerpos en presencia de luz, pero no pueden hacer 
lo en la oscuridad (236). Al pasar las mutantes de la oscuridad 
a la luz se induce la slntesis de la adenilato ciclasa.
El aumento de la actividad adenilato ciclasa présenta un mâximo 
previo a la agregaciôn de las células que forman los cuerpos de 
fructificaciôn y disminuye inmediatamente (237).
Hoy en dla se asume que el cAMP desempena un importante papel en
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la formaciôn de los cuerpos de fructificaclôn en este basidiomi- 
cete, y se supone que su acciôn viene mediada por receptores pro 
téicos intracelulares del nucleotide (235).
XV,6 SACGHAROMYCES
Levaduras del género Saccharomycea taies como, S. cerevisae o S . 
carlbergénesls, son anaerobios facultatives con capacidad para - 
usar una gran variedad de azûcares, y otros compuestos orgânicos, 
como fuentes de carbone y energia.
Durante el crecimiento anaerobic, estos organismes se asemejan - 
en algunos aspectos a bacterias taies como, E, coli; por ejemplo 
ambos tipos de organismes estân sujetos a represiôn catabôlica.
La evidencia del papel desempenado por el cAMP en la induccion - 
de la slntesis de determinadas proteinas sujetas a represiôn ca­
tabôlica ha side suficientemente documentada en lo que se refie- 
re a E. coli (apartado 14.1).
En este sentido, la primera evidencia de un papel similar del 
cAMP en levaduras la obtuvieron» en 1971, Van Wijk y Konijn(238) 
Estos autores encontraron un aumento de los niveles de cAMP en - 
las células de S. carlbergénsis, sometidas a un cambio de fuente 
de carbono y concluyeron que la cantidad intracelular de cAMP es 
mas alta en células que muestran un mener grado de represiôn ca­
tabôlica .
Unos anos mas tarde, Mahler y Lin (239) demostraron que el cAMP 
agregado a levaduras cultivadas en un medio con glucosa puede 
sustraerlas de la represiôn catabôlica.
Por otra parte, Sy y Richter (240) observaron que células culti­
vadas en un medio con lactato o con bajo contenido en glucosa, - 
doblaban sus niveles de cAMP en la fase estacionaria temprana, -
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mientras que aquellaa que eran cultivadas en un medio de alto 
contenido en glucosa mantenla una baja concentraciôn de cAMP du­
rante todo el pciiodo de crecimiento.
Todas estas evidencias sugieren una relaciôn directs entre los - 
niveles intracelulares de cAMP y  el control de la represiôn cata­
bôlica en levaduras.
Los estudios realizados hasta la fecha no permiten evaluar el po 
sible mécanisme molecular de dicho control. Una de las primeras 
cuestiones que se trata de resolver es la de comprender los pro- 
cesos que se verifican a nivel de la membrana, que permiten rood_i 
ficar la actividad de la adenilato ciclasa y por onde los nive - 
les de cAMP (24I).
La adenilato ciclasa mejor caracterizada de este grupo de orga - 
nismos es la de S. cerevisae. Esta enzima se encuentra débilmen 
te asociada a la membrana, ya que puede obtenerse una fracciôn - 
de la misma en forma soluble sin el uso de detergentes, si bien, 
el empleo de los mismos, aumenta el rendimiento de la solubiliza
ciôn (19).
Tanto la forma soluble de la enzima como la asociada a membrana 
fueron indistinguibles, segûn diferentes criterios.
+2Dicha adenilato ciclasa es dependiente de Mn e insensible al - 
fluorure. Guando fué solubilizada mediante el empleo de Lubrol 
PX, se comporté como una protelna de 450000 D. de peso molecular 
en filtraciôn en geles de agarosa (19).
XV,7 PROTOZGARIOS
Tetrahymena piriformis
En el ano 1973, Voichick y colaboradores demostraron que los ni­
veles de cAMP variaban durante el crecimiento de este protozoo ■
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ciliado (242).
La concentraciôn de cAMP es alta durante la fase lineal del cre­
cimiento, déclina bruscamente y vuelve a aumentar en forma gra - 
dual al final de la fase estacionaria.
Esta variaciôn de los niveles de cAMP es consecüente con la va - 
riaciôn observada de las actividades adenilato ciclasa y fosfo - 
diesterasa.
En este organisme el cAMP régula, al igual que en eucariotes su- 
periores, el metabolismo de carbohidratos, actuando a nivel de - 
la glucôgeno sintetasa y la fosforilasa de glucôgeno (242).
Por otra parte, existen experieneias preliminares que sugieren - 
que el cAMP media la inhibiciôn de la transcripciôn del gen de - 
la galactoquinasa en este organisme (243).
La adenilato ciclasa de Tetrahymena pyriformis es una enzima muy 
semejante a la de organismes eucariotes superiores. La activi - 
dad es dependiente de Mg^^ y estimulable por fluorure, adrenali­
ns y serotonina (244).
A diferencia de lo que ocurre en mamîferos, la enzima de este 
protozoo esta débilmente asociada a membrana y puede solubilizar 
se en una soluciôn de sacarosa 0.25 M, manteniendose la sensibi- 
lidad de la enzima a la adrenaline.
Si la solubilizaciôn se realiza en Tritôn XI00, la enzima pierde 
la capacidad de ser estimulada por adrenaline, sin embargo, con­
serva la sensibilidad a la serotonina (244)-
- Trypanosoma cruzi
Este protozoo, responsable en el hombre de la enfermedad de Cha- 
gas existe en varies estados de diferenciaciôn.
En el huésped vertebrado,la forma intercelular amastigote se re­
produce por divisiôn binaria. En un momento dado cambia a la 
forma no reproductive tripomastigote, que emerge del tejido para
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sltado, para pasar al torrents sangulneo del huésped, pudiendo - 
penetrar en otro tejido y reanudar el ciclo (245). Después de la 
succion de sangre de un huésped infectado por un insecto vector, 
la forma tripomastigote expérimenta en el intestine del insecto 
la transformacion a la forma epimastigote, que se reproduce actl 
vamente. Finalmente, en el recto una cierta proporciôn de epi - 
mastigotes experimentan la diferenciaciôn a la forma infectiva - 
tripomastifote.
El ciclo de desarrolxo de Trypanosoma cruzi en el insecto puede 
ser bastante bien reproducido "in vitro", no obstante, la dife - 
renciaciôn de la forma epimastigote a la forma tripomastigote es 
dificil de controlar en virtud de la carencia de conocimientos - 
sobre las condiciones que regulan tal transformaciôn.
En el ano 1977, Franco da Sllveira y colaboradores (246) descri-
bieron una actividad adenilato ciclasa en préparaclones particu-
ladas de la forma epimastigote en T. cruzi» Al igual como ocu -
rre con la enzima descrita en varies hongos, la actividad adeni-
-f 2
lato ciclasa de T cruzi es dependiente de Mn e insensible al - 
fluorure. El coraplejo Mn ATP es el verdadero sustrato de la en­
zima, actuando el ATP libre como inhibidor de la misma.
El papel del cAMP en este organisme se desconoce. Strickler y - 
Patton (247) demostraron diferenclas en los niveles de cAMP de - 
las formas reproductiva y no reproductiva de T.lewisi .
XVI. NEUROSPORA GRASSA
Neurospora crassa es un hongo ascomicete perteneciente a la famj. 
lia de las Sordariaceae. Al igual que todos los hongos de la 
clase Ascomicetes y la subclase Euascomycetidae, su cuerpo vege­
tative esta constituido por un micelio formado por un entreteji-
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do de hlfas tablcadas. Los tabiques transversales no son comple 
tos, sino que tienen en el centro un poro por donde se continûan 
las membranas plasmâtlcas de las células adyacentes.
Las hifas se alargan por crecimiento apical y sus células pueden 
ser uni o multinucleadas. Los nûcleos de las hifas vegetativas 
poseen un solo complemento cromosômico, es decir, son haploïdes.
La reproducciôn ocurre de manera asexual, por la formaciôn de 
conidias o bien de manera sexual por la formaciôn de ascosporas.
En el primer caso (ciclo asexual), el micelio v'egetativo desarro 
lia hifas diferenciadas (conidiôforos) en cuyos extremes se pro- 
ducen sucesivas divisiones mitôticas y fragmentaciones que dan - 
origen a numerosas conidias o esporas asexuales. Las conidias,- 
al encontrar un medio apropiado, germinan originando nuevamente 
el micelio haploïde.
El ciclo de vida sexual ovurre si se encuentran dos raicelios de 
tipo de apareamiento diferente (heterotalismo). En ambos mice - 
lios pueden desarrollarse estructuras femeninas y masculinas, pe 
ro la fecundaciôn sôlo se produce entre estructuras de emicelios 
heterotâlicos. La parte femgnina consta de estructuras plurice- 
lulares llamadas protoperitecios, que en su interior contienen - 
el ôrgano sexual femenino o ascogonio. El ascogonio es una célu 
la globosa, con numerosos nûcleos haploïdes,la cual emite una 
prolongaciôn filiforme de su protoplasma llamada tricogino, que 
funcionarâ como un pelo aceptor de las células masculinas, las - 
cuales pueden ser conidias, microconidias o, simpleraente, hifas 
del micelio con tipo de apareamiento opuesto. Estos elementos - 
masculinos descargan sus nûcleos aploides en el Interior del trj^  
cogino, los cuales se fusionan de a pares con los nûcleos del as^  
cogonio, generando numerosos nûcleos diploides (proceso conocido 
como cariogamia). Gada nûcleo diploide se dividirà meiosis ori­
ginando cuatro nûcleos haploïdes, y cada uno de éstos se divide 
por mitosis originândose as! ocho ascosporas. Las ascosporas 
quedan localizadas en una estructura en forma de saco llamada 
co. El protoperitecio luego se transforma en un peritecio, que
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es el cuerpo de fructificaciôn en-forma de botella caracterxstl- 
co de las Sordariaceae.
Gada peritecio posee entonces numerosos ascos portadores de as - 
cosporas, estas son células résistantes a condiciones ambienta - 
les adversas, que al germinar en elmedio adecuado generan nueva­
mente el micelio vegetativo. En la figura 16 se esquematizan 
los ciclos biolôgicos de reproducciôn asexual y sexual de N . era 
ssa (248).
XVI,1 METABOLISMO DEL GLUCOGENO EN NEUROSPORA GRASSA
Estudios realizados por Takahara y Matsuda (249) y por Fontana y 
Krisman (250), mostraron que Neurospora sintetiza glucôgeno como 
réserva de energia.
En cultives realizados en presencia de glucosa como fuente de 
carbono se observô un contenido maxime de glucôgeno en la fase - 
exponencial tardla, que comenzô a decrecer al consumirse total - 
mente la glucosa del medio.
Los trabajos de Téllez de Inôn, Terenzi y Torres (251,252) demo£ 
traron que el mécanisme de regulaciôn del metabolismo del glucô­
geno en Neurospora es similar al que ocurre en tejidos de mamlfe 
ros y distinto al que tiene lugar en bacterias.
La sintetasa del glucôgeno de Neurospora aparece en dos formas - 
interconvertibles. La forma ^_(activa) independiente de la glu­
cosa -6-fosfato y la forma D (inactiva) que necesita dicho corn - 
puesto para expresar su actividad.
La conversiôn "in vitro" de la forma % a la forma B, requiers 
ATP y Mg^^, mientras que la transformaciôn inversa requiere sôlo 
Mg^^.
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PBOTOPERITECIO
Q  CONIDIA "a" o "A" 
HI FA "a" o "A"ASCO^
mitosis . 
septacion 
meiosis 
cariogamia
TRICOGINO "a" o "A
\
ï
PERITECIO
HIFA 
ASCOGENAOASCOSPORAS
ASCOSPORA
GERMINANDO
HIFAS AEREAS 
CONFIANTES
HIFAS AEREA
MICELIO 
VEGETATIVO 
CONIDIANDO
CONIDIAS
MICELIO -  
VEGETATIVO
PRIMERAS HIFAS 
VEGETATIVAS /VCO NID IA  ^  GERMINANDO
Figura 16. Giclo biolôgico de Neurospora crassa. Las flé­
chas gruesas llenas indican los posibles pasos 
estimulados por el cAMP. Las fléchas gruesas - 
punteadas, los pasos inhibidos por el nucleoti. 
do.
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Téllez de Inôn y Torres (252) estudiando la fosforilasa de glucô 
geno, demostraron que dicha enzima se présenta también en dos 
formas interconvertibles: la forma a (activa) y la forma b (in­
activa), que necesita 5' AMP para expresar su actividad. La con 
versiôn de la forma b a la forma a ocurre en presencia de ATP y 
Mg^^, siendo estimulada por cAMP en concentraciones del orden de 
0.1 ykM.
Finalmente, Téllez de Iftôn y Torres (253) identificaron las enzi^  
mas que modulan la fosforilasa de glucôgeno; la quinasa de pro­
teinas que actûa sobre la fosforilasa b y la fosfatasa de fosfo- 
proteinas que actûa sobre la fosforilasa a. Dicha fosfatasa tam 
bien existe en dos formas interconvertibles y nuevamente se re - 
quiere ATP y M ^ ^  para obtener la forma mas activa.
XVI,2 ADENILATO GIGLASA
En 1972 Flawiâ y Torres (13), describieron la existencia de una 
actividad de adenilato ciclasa en lisados celulares de un mutan­
te "slime" de N.crassa (FGSG 1118). Esta mutante carece de la 
pared celular polisacârida caracteristica del micelio y crece co 
mo protoplastos aislados. La enzima fué asociada con la frac - 
ciôn particulada, es totalmente dependiente de Mn^^ para su act^ 
vidad y no puede ser activada por fluoruro ni por GTF, ACTH o ca 
tecolaminas. Ademas, los mismos autores comprobaron que el ver­
dadero sustrato de la enzima es el conmplejo MnATP, que el ATP - 
puede funcionar como inhibidor desplazando al sustrato del sitio 
catalitico y que el Mn^^ funciona como activador de la enzima sô 
lo a bajas concentraciones del sustrato (254).
La enzima fué solubilizada por tratamiento de las membranas con 
el detergents no iônico Lubrol PX, y fué parcialmente purificada 
por cromatografla en columna de DEAE-celulosa. Se déterminé pa­
ra la enzima un constante de sedimentaciôn de 7.1 S (255).
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Por otra parte, cuando se incubaron membranas de N. crassa "sli­
me" con glucagon, se observô estimulaciôn de la actividad adeni­
lato ciclasa (256).
El glucagôn no activé a la ciclasa solubilizada con Lubrol PX. 
Ademas, al agregar glucagôn a un cultive del hongo, se observô - 
un increments en la velocidad de glucogenôlisis,un incremento en 
la actividad de la fosforilasa del glucôgeno y una disminuciôn - 
en la actividad de la sintetasa del glucôgeno. Todos estos efec^  
tos corroboran las similitudes existantes entre los mécanismes - 
de control del metabolismo del glucôgeno de N. crassa y células 
animales.
Ademas del efecto del glucagôn, Flawiâ y Torres encontraron que 
la adenilato ciclasa de la mutante "slime" es inhibida por insu­
line de un modo pseudocompetitivo (257). La inhibicôn es contra 
rrestada por glucagôn y sôlo se observa a bajas concentraciones 
del sustrato MnATP. La actividad de la enzima no es modificada 
por las cadenas polipeptldicas aisladas de la insulina (A y B), 
ni por otras hormones peptidicas que contienen puentes disulfuro 
como la vasopresina o la hormone del crecimiento (258).
XVI,3 FOSFODIESTERASAS DE NUCLEOTIDOS CICLIGOS Y QUINASAS DE -
PROTEINAS
Scott y Solomon (259) encontraron actividad fosfodiesterasa de - 
cAMP asociada a fracciones particuladas de extractos de Neurospo 
ra crassa. Dicha actividad es inhibida por raetilxantinas, ADP y 
ATP. Por otra parte, se demostrô que la enzima présenta dos va- 
lores de Km para el cAMP, que difieren en mas de dos ôrdenes de 
magnitud.
Estudios recientes de Téllez de Inôn y colaboradores (260) han - 
permitido caracterizar dos actividades distintas de fosfodieste-
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rasa de nucleotides clclicos en la fracciôn soluble de extractos 
miceliales de Neurospora crassa. Dichas actividades fueron den£ 
minadas fosfodiesterasa I y II, segûn el orden de eluciôn de una 
cromatografla en columna de DEAE-celulosa. La fosfodiesterasa I 
tiene como sustratos tanto cAMP como cGMP, mientras que la fosfo 
diesterasa II sôlo actuô sobre el cGMP.
Gold y Segel (261) describieron una actividad quinasa de protei­
nas soluble, proveniente de extractos de Neurospora crassa. Sôlo 
caseina y fosvitina resultaron buenos sustratos en las condicio- 
ne., usadas por dichos aurores. Esta actividad, independiente de 
cAMP, tuvo un coeficiente de sedimentaciôn de 3.8 S, un peso mo­
lecular de 60000 D. y un Km para el ATP de 3 0 M.
Mas tarde, Judewicz, Glikin y Torres (262) describieron, en pre­
sencia de très actividades de quinasa de prooelnas en la frac 
ciôn soluble de extractos miceliales de Neurospora crassa, cose- 
chados en la fase logarltmica de crecimiento. Estas actividades 
enzimaticas fueron resueltas por cromatografla en DEAE-celulosa 
y una de ellas es estimulable por cAMP. Esta quinasa de protel­
na dependiente de cAMP posee un peso molecular de 118000 D. y e£ 
ta constituida por dos subunidades, una catalltica y una regula- 
toria, cuyos pesos moleculares son 55000 D. y 57000 D. , respectif 
vamente (263).
XVI,4. PAPEL DEL cAMP EN LA DIFERENGIAGION DE NEUROSPORA GRASSA
El ciclo de vida asexual de la cepa salvaje de N . crassa puede - 
ser dividido en los siguientes pasos;
1. Germinaciôn de las conidias y formaciôn de hifas vegetativas
2. Elongaciôn y ramificaciôn de las hifas vegetativas formando 
un micelio sumergido en medio liquide, o rastrero en medio -
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sôlido.
3. Diferenciaciôn de hifas que se alargan aiejândose de la su - 
perfide del medio (hifas aéreas).
4. Formaciôn de cadenas de conidias en los extremos de las hi - 
fas aéreas (figura 16).
Existe una familia de mutantes de Neurospora denominada "crisp", 
que se caracteriza por poseer un fenotipo colonial, con ausencia 
total de hifas aéreas y una acumulaciôn prematura de conidias so 
bre la superficie del medio de cultive.
El fenotipo "crisp" esta determinado por mutaciones en algunos - 
de los très loci diferentes: cr-1, cr-2 y cr-3. Estos loci no - 
son alélicos y estân localizados en el brazo derecho del grupo - 
de ligamiento I del hongo (N. crassa tiene siete grupos de 11ga- 
miento en las cercanlas del centrômero).
En 1975, Torres y colaboradores (264) observaron que una cepa 
"slime" de N. crassa, la FGSG 326, presentaba una actividad de - 
adenilato ciclasa muy reducida respecte de la cepa FGSG 1118,uti 
lizada en los estudios descrivOS anteriormente. La cepa "slime" 
326, habia sido aislada por mutagénesis de una cepa micelial, - 
laFGSG 329. Esta ultima poseia fenotipo "crisp" y también pre - 
sentaba muy baja actividad de adenilato ciclasa. Haciendo una - 
evaluaciôn de la actividad enzimâtica en diferentes cepas del 
hongo, los autores, demostraron que sôlo las cepas portadoras de 
la mutaciôn cr-1 tenian bajos niveles de actividad adenilato ci­
clasa. Las mutaciones cr-2, cr-3, que presentan el mismo fe
notipo que la cr-1, tienen actividad adenilato ciclasa normal
(264)(265).
Ademâs Terenzi y colaboradores (265) demostraron que la raorfolo- 
gia "crisp" de los mutantes cr-1, era consecuencia de la reduc - 
ciôn en la slntesis de cAMP, ya que la adiciôn del nucleôtido cl 
clico o de su derivado, el dibutiril cAMP al medio de cultivo,ha 
cia que la mutante cr-1 adoptâra un fenotipo similar al de las -
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cepas salvajes (fenocopla). Sin embargo, la adiciôn de cAMP a - 
los medios de cultivo de las cepas cr-2 y cr-3, no revierte la - 
morfologia "crisp", hecho que podrla indicar que estas mutantes 
presentan lesiones en alguna etapa de las rutas metabôlicas con- 
troladas por el cAMP.
Gonfirmando los hallazgos anteriores, el mismo grupo determinô - 
que los niveles intracelulares de cAMP eran de diez a veinte vo­
ces mas altos en las cepas salvajes que en las portadoras de la 
mutaciôn cr-1 (266).
Por otra parte, Trevillgan y Pall (267)(268) probaron en Neuros­
pora que antibiôticos actives sobre membrana plasmâtica, como la 
nistatina, producen despolarizaciôn de la misma, con un rapide - 
incremento transitorio de los niveles de cAMP. Las mutantes cr- 
1 no presentan dicho efecto, que se deberla a un estfmulo sobre 
la adenilato ciclasa unida a membrana.
Scott y Solomon (269), ensayaron el efecto de distintas drogas - 
que disminuyen los niveles de cAMP por inhibiciôn de la adenila­
to ciclasa o por activaciôn de la fosfodiesterasa. En estas con 
diciones, el micelio de las cepas salvajes adopta un crecimiento 
colonial o semicolonial, semejante al de mutantes morfolôgicas.
Si bien, aûn no se conocen con exactitud los mecanismos molecu - 
lares de la acciôn del cAMP sobre el control de la morfologia en 
N. crassa, recientemente han aparecido dos contribuciones que 
tienden a dilucidar este interrugante. En primer lugar,Judewicz 
y Torres (270), encontraron que el cAMP estimula la fosforila 
ciôn de nûcleos de cepas "slime" de N. crassa. La fracciôn de - 
proteinas nucleares que se fosforila preferentemente es la de 
proteinas no histiônicas de la cromatina. Ademâs, comprobaron - 
que la capacidad de transcribir RNA mensajero es mayor en la cro 
matina extraida de nûcleos fosforilados que en la obtenciôn de - 
nûcleos no fosforilados. Estos resultados podrian indicar que - 
una posible via de la regulaciôn por cAMP ocurriria a nivel de - 
la transcripciôn de determinadas secuencias genômicas.
For ûltimo, Judewicz, Glikin y Torres (262), observaron que la -
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actividad quinasa de protelna dependiente de cAMP de N. crassa, 
sôlo es detectable en la etapa temprana del crecimiento del hon­
go, hecho que concuerda con el papel estimulador de la formaciôn 
de hifas aéreas que cumple el nucleôtido en este periodo.
XVII. cAMP Y ADENILATO GIGLASA EN HONGOS. GENERALIDADES 
XVII,1 FUNGIONES PROPUESTAS PARA EL cAMP
En eucariotes superiores han sido fijados cinco criterios que de 
ben cumplirse para asegurar que un determinado efecto hormonal - 
fuera mediado por cAMP (apartado IV). En hongos, sin embargo, - 
los criterios sugeridos para determinar si en el control de una 
funciôn concrets esta implicado el cAMP deben ser considerados - 
con un punto de vista distinto, debido a que los posibles pape - 
les del cAMP en hongos no estan necésarlamente relacionados con 
las funciones de este nucleôtido como "segundo mensajero".
Para asignar al cAMP el control en hongos de una funciôn concre- 
ta se han sugerido los siguientes criterios (271):
1. La correlaciôn de los niveles endôgenos de cAMP con la fun - 
ciôn controlada por el nucleôtido.
2. La correlaciôn de la funciôn con la activaciôn de presumi 
bles receptores del cAMP (por ejemplo, la activaciôn de qui- 
nasas de proteinas dependientes de cAMP).
3. La influencia del cAMP exôgeno, o algunos de sus anâlogos so 
bre la funciôn bajo estudio.
4' La influencia sobre dicha funciôn de drogas que afecten a la
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adenilato ciclasa o la fosfodiesterasa, habiéndose demostra- 
do que dichas drogas afectan los niveles intracelulares de - 
cAMP.
5. Gambios de la funciôn en mutantes con los niveles de cAMP al^  
terados.
6. El control de la funciôn por cAMP, "in vitro", en un sistema 
libre de células.
Todos estos criterios, excepto el 20, han sido bien evaluados en 
algunos casos, no obstante, existen ciertos condicionamientos ex 
perimentales dependientes de la funciôn bajo estudio que deben - 
ser tenidos en cuenta, por ejemplo, las respuestas bioqulraicas - 
de una funciôn pueden ser fâcilmente evaluadas "in vitro", pero, 
sin embargo, no siempre es posible el estudio de los efectos del 
cAMP sobre el desarrollo de un organisme en un sistema libre de 
células. Por otra parte, no siempre puede contarse con mutantes 
de un determinado hongo con los niveles de cAMP alterados.
Las funciones sugeridas para el cAMP en hongos, se resumen en la 
Tabla IV.
XVII,2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGAGION
La adenilato ciclasa en organismes eucariotes superiores, se en­
cuentra fuertemente asociada a membrana, este ha sido uno de los 
principales inconvenientes a la hora de llevar a cabo la purifi- 
caciôn a homogeneidad de la enzima. Hasta la fecha se ha des - 
crito sôlo la purificaciôn a homogeneidad de dos adenilato cicla 
sas: La de Brevibaeterium liquefaclens (210) y  la enzima soluble 
de testicule de rata (29). En ninguno de los dos casos, sin em­
bargo, las enzimas purificadas poseen un tamano semejante al de£ 
crito para las adenilato ciclasas de organismes eucariotes supe-
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riores, cuyo tamano oscila entre 200 y 240000 D.
Asi pues, el primer objetlvo del presents trabajo fué la solubi- 
lizaciôn y purificaciôn a homogeneidad de la adenilato ciclasa - 
de N. crassa, asl como la realizaciôn de un estudio de caracteri. 
zaciôn molecular de la enzima.
Los estudios preliminares sobre la adenilato ciclasa en hongos, 
han puesto de manifiesto, entre otras cosas, que en estos orga - 
nismos, a diferencia de lo que ocurre en organismos eucariotes - 
superiores, la enzima es fuertemente dependiente de Mn"^  ^ para ex 
presar su actividad catalltica.
Existen ciertas semejanzas entre el components catalitico del 
sistema adenilato ciclasa sensible a hormones de células anima - 
les y la enzima de N. crassa. Destacan, entre ellas, ademâs de 
la fuerte dependencia de Mn^^ para la expresiôn de la actividad 
catalltica, la insensibilidad tanto a hormones como a nucleôti- 
dos de guanosina, toxina del côlera o fluoruro.
De esta forma, el segundo objetivo del presents trabajo fué el - 
estudio de la relaciôn existante entre el componente catalitico 
G del sistema adenilato ciclasa de células animales y la enzima 
de N . crassa, para lo cual, .ademâs de los estudios de caracteri- 
zaciôn de ésta, se plantearon experimentos de reconstitueion de 
un sistema adenilato ciclasa dependiente de Mg^^ y sensible a 
hormonas utilizando el componente regulador N de eritrocito de - 
pavo y la adenilato ciclasa de N. crassa.
La adenilato ciclasa de células animales es regulada principal - 
mente por la acciôn de diversas hormonas. En bacterias, enzi­
ma es regulada aparentemente por los sistemas de transporte de - 
azûcares, mientras que los posibles mecanismos de regulaciôn de 
la adenilato ciclasa en hongos se desconocen.
De esta manera, se planteô cçmo tercer objetivo, la bûsqueda de 
posibles moduladores biolôgicos de la actividad adenilato cicla­
sa en N. crassa para tratar de comprender los posibles mecanis - 
mos de regulaciôn de esta enzima "in vivo".
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Las dlficultades de purificaciôn de la adenilato ciclasa en la - 
raayoria de los sitemas biolôgicos estudiados, ha impedido, entre 
otras cosas, la obtenciôn de anticuerpos especificos para esta - 
enzima. Por ello, como objetivo derivado del de la purificaciôn 
de la enzima, se planteô la obtenciôn de anticuerpos monoclona - 
les para la adenilato ciclasa de N. crassa.
En lineas générales, se puede decir que el objetivo de la presen 
te Tesis, ha sido el estudio de la adenilato ciclasa de Neurospo 
ra crassa, para lo cual se han marcado las siguientes pautas de 
trabajo:
- Purificaciôn y caracterizaciôn molecular
- Estudio de la realciôn existente entre esta enzima y la de or­
ganismos eucariotes superiores.
- Estudio de moduladores biolôgicos y posibles formas de regula­
ciôn.
- La obtenciôn de anticuerpos monoclonales.
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TABLA IV. FUNGIONES SUGERIDAS PARA EL cAMP EN HONGOS
ORGANISMO
B. emersonii 
Mucor
Neurospora 
Saccharomyces 
P. blakesleanus 
G. macrorhizus
POSIBLE FUNCION
Estimulaciôn de la germianciôn
Influencia la morfologia
Activaciôn de la glucoeenolisis 
Influencia la morfologia
Desrepresiôn catabôlica 
Degradaciôn de trehalosa
Media el fototropismo „
Gambios en la distribuciôn de Ga
Formaciôn de cuerpos de fructifica­
ciôn
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I. ORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO
Como fuente de material biolôgico se utilizô la cepa salvaje de 
Neurospora crassa St. Lawrence 74 (StL 74)«
Se la cultiva en medio Vogel minimo (272) con sacarosa 2 % (P/v) 
como fuente de carbono, conteniendo 2.5 y4g/ml de biotina. Los - 
cultivos se desarrollan con agitaciôn rotatoria (100 rpra) a 300G 
con matraces de Erlenmoyer de 2000 ml con tapa de algodôn conte­
niendo 500 ml de medio. Los cultivos se cosechan a las 30 - 35 
horas de hecho el inôculo.
El micelio se recoge por filtraciôn con vaclo en embudo Büchner, 
y se lava el contenido de cada Erlenmeyer con 500 ml de agua de£ 
tilada frla. A continuaciôn, el material se congela a -200 G y 
liofiliza.
II. HOMOGENEIZAGION Y FRACGIONAMIENTO
El material seco se pulveriza con la ayuda de un mortero. El 
polvo obtenido se homogeneiza en un vaso de preclpitados en pre­
sencia de nitrôgeno liquido. Para ello, se usô un equipo Ultra- 
Turrax (desintegrador de tejidos, modelo T 18/10, IKA), aplican- 
do la maxima velocidad durante 1 minute. Esta preparaciôn se re 
pite dos veces mas. Seguidamente, se deja evaporar el nitrôgeno 
y se resuspende el material en Tris-HGI 50 mM, pH 7.5 (medido a 
4° G) (tapôn A) conteniendo PMSF 5 mM, en una proporciôn de 20 - 
ml por gramo de micelio seco. El material se homogeneiza nueva­
mente con Ultra-Turrax, manteniéndose el vaso de preclpitados su 
mergido en bano de hielo. El extracto obtenido se centrifuga a 
1100 X g durante 10 minutes a 4° G. El sobrenadante obtenido se
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centrifuga a 12000 x g durante 10 minutes a 4® G y finalmente e] 
sobrenadante que se obtiene se centrifuga a 105000 x g durante - 
120 minutes a 4® G.
Este ûltimo sobrenadante sera denonfinado y constituye la
fracciôn soluble del micelio, mientras que el sedimento corres - 
pondiente sera denominado P^^^ y constituye la fracciôn particu­
lada del mismo.
III. OBTENCION Y FERMEABILIZACION DE CONIDIAS
Se parte de un micelio hûmedo, que se obtiene como se especifica 
en el apartado I, y se deja conidiar bajo ca^panas de vidrio con 
luz artificial durante 48 horas. Al termine de este tiempo, el 
micelio se introduce en matraces de Erlenmeyer de 2000 ml, cont£ 
niendo agua destilada fria (50 ml/gramo micelio hûmedo), los cua 
les se someten a fuerte agitaciôn manual, con el fin de provocar 
la liberaciôn de las conidias. A continuaciôn, la suspensiôn se 
filtra a través de lana de vidrio y el filtrado se centrifuga a 
1100 X g durante 15 minutes a 4® G. Finalmente, las conidias se 
resuspenden en un volumen adecuado de agua destilada frla (apro- 
ximadamente 1 ml/50 g micelio de partida).
La permeabilizaciôn de las conidias, se lleva a cabo de la si 
guiente manera:
A un volumen de la suspensiôn de conidias se le anaden; 0.5 volû 
menes de tampon A y 0.1 volûmenes de tolueno - etanol (1:.4 v/v) ; 
se agita vigorosamente durante 2 minutes a temperatura ambiante 
y las conidias permeabilizadas son sedimentadas a 1100 x g duran 
te 15 minutes a 4® G.
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IV. PREPARACION DEL SUSTRATO RADIACTIVO DE LA ADENILATO CICLASA 
fo/^^pj ATP
El método de ensayo de la adenilato ciclasa usado en el presents 
trabajo, se basa en la cuantificaciôn del cAMP marcado radiacti- 
vamente con P» para lo cual se utiliza como sustrato ATP marca 
do con ^^P en la poslciônp/ , ya que este es el unico fosfato que 
se conservarâ en la molécula del producto, luego de la catâlisis 
enzimatica (figura 17).
La slntesis del [ ATP, se realiza por el procedimiento des - 
crito por Flawiâ y Torres (13)- Este método consta de dos pasos:
1. Slntesis quimica, que implica la esterificaciôn del ^^PO^H^ 
con el oxidrilo en posiciôn 5' de la Isopropilidenadenosina
ü 0 0
Il II I I *
"O-P-O-P-O-P-O-CH
I
O"
/ I
[o i 7>J A TP
CH
a d e n il il  c ic l a s a
0 0 
_  Il II
•f* 0-P'O-P-C
i- l-
■C P P i
Figura 17
(figura 18), seguida de una hidrôlisis âcida del grupo isopropi- 
lideno, para obtener 5'AMP marcado con ^^P.
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2. Slntesis enzimâtica, del ATP, usando como material de
partida el producto de la reacciôn anterior:
p2pj AMP + ATP 
P^p] ADP + PEP
Mg +2
mioquinasa
 ^ f”p]
piruvato quinasa
[ ” p]
ADP +ADP
ATP +PIRUVATO
Se procédé de la siguiente manera:
la soluciôn clorhldrica de fosfato inorgânico radiactlvo (50mCi) 
se lleva a sequedad en un evaporador rotatorio. El sedimento se 
resuspende en 3-4 ml de agua destilada, agregândose 5 moles de
Figura 18. Isopropilldén 
adenosina.
NH
HO-CH
HC CH
fosfato inorgânico. Se vuelve a evaporar a sequedad y  a resus - 
ponder el sedimento en 3-4 ml de agua destilada. Este procedi - 
miento se repite très veces, con el objeto de elirainar por com - 
pleto al âcido clorhldrico en que viene disuelto el ^^Pi. Al se 
dimento de la ultima evaporaciôn se le agregan 60 mg de isoprop^
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liden-adenosina y 4-5 ml de acetonitrilo, y se évapora a seque - 
dad.
El sedimento se resuspende en 4-5 ml de acetonitrilo y se évapo­
ra nuevamente a sequedad. Este procedimiento se repite dos ve - 
ces mas .
Una vez que esta la preparaciôn totalmente seca, se realiza la - 
slntesis quimica;
se prépara una mezcla de 3.2 ml de dimetilsulfôxido (solvents), 
20J ^ X  de tricloroacetonitrilo (agente condensante) y 2 5 j u l  de 
trietilamina (catalizador). Se agrega râpidamente la mezcla al 
balôn de reacciôn que contiene el ^^Pi y la isopropoliden-adeno- 
sina. Se tapa herméticamente y se incuba a 37® C durante 15 mi­
nutes .
A continuaciôn se agregan 6 ml de acido acético 5N y se calienta 
en bano de agua a 100 ® C con el balôn destapado durante 1 hora 
(hidrôlisis). Al cabo de este tiempo, el contenido del balôn se 
évapora a sequedad, se resuspende en 3-4. ml de agua destilada y 
se évapora nuevamente. Este procedimiento se repite cuatro ve - 
ces.
Slntesis enzimâtica;
el sedimento de la ultima evaporaciôn 5* AMP) se Incuba -
durante 20 minutes a 37® C en una mezcla de la siguiente composi. 
ciôn ;
tampôn TRIS -HC1 100 mM pH; 7.4
MgCIg 15 mM
K CI 100 mM
ATP 0.16 mM
PEP (fosfoenolpirûvico) 7.5 mM
piruvato quinasa 20 ^ tg/ml
mioquinasa . 200 y4g/ml
El volumen total es de 3*2 ml y la reacciôn se detiene por el 
agregado de 3 ml de metanol, calentando luego, en bano de agua a
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1005 c durante 3 minutos.
Una vez finalizada la slntesis enzimâtica, el contenido del ba - 
Ion se siembra en una columna de DEAE-Sephadex A25. Forma bicar 
bonato, con un lecho de résina de 1x9 cm, previaraente lavada y  - 
equilibrada con agua destilada. Una vez que la muestra pénétra 
en la columna cromatogrâfica, se eluye con un gradients continue 
formado por agua destilada y bicarbonato de trietilamina 1M pH;
7.5. El volumen total del gradients es de 200 ml. Se recogen - 
fracciones de 7-8 ml y la presencia de radiactividad en cada 
fracciôn se estima semicuantitativamente, mediante el uso de un 
monitor marca Nuclear, modelo FM.
Un perfil tlpico de la columna de DEAE-Sephadex se muestra en la 
figura 19.
Se juntan las fracciones correspondientes al pico de ATP y se 
évapora a sequedad en evaporador rotatorio. El residue se resu^ 
pende en 5 ®1 de metanol. Se évapora nuevamente y por ultimo se 
resuspende el sedimento de un volumen apropiado de agua destila­
da (generalmente de 1-4 ml).
La caracterizaciôn del ATP radiactlvo se efectua por cromatogra- 
fla ascendents en hojas de polietilen-imino-celulosa, contenien­
do reactivo fluorescente, usando como solvents cloruro de litio
1.5 M.
La posiciôn de los nucleôtidos utilizados como patrones (ATP,ADP 
y AMP) se detectô bajo luz U.V., emitida por una fuente marca Ml. 
neralight.
V. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA
La composiciôn de la mezcla de incubaciôn es: Tris-HCI 50 mM pH:
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CL
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â 0,6
ATP
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f
Figura 19. Perfil de eluciôn de una cromatografla en DEAE-Se - 
phadex A25»correspondiente a la mezcla de reacciôn 
después de la slntesis enzimatica para la obtenciôn def*^ <'32pj _ 
ATP. Se aplicaron 3 - i t . ml a una columna con un lecho de résina 
de 1x9 cm equilibrada con agua destilada. Una vez pasada la mues 
tra se aplicô un gradients lineal formado por agua destilada y - 
bicarbonato de trietilamina 1M pH; 7.5. El volumen total del 
gradients es de 200 ml y se recogen fracciones de 7 ml a un flu- 
jo de eluciôn de 1 ml/min. Se estima la radiactividad en cada - 
fracciôn semicuantitativamente con un monitor (• ).
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7.5* 3-isobutil-1-metilxantina 0.2 mM, cAMP 1 raM, Mn Clp o Mg - 
Clg 2 ATP 0.5 mM (con una actividad especifica que va
ria entre 50 y 200 cpn por pmol), fosfocreatina 2 mM y fracciôn 
enzimâtica (50 a 200y4g de protelna). El volumen total es de 
0.1 ml y las incubaciones se realizan a 37® G durante 3-10 minu­
tes. La reacciôn enzimâtica se detiene por el agregado de una - 
soluciôn que contiens ATP 40 mM, cAMP 12.5 mM (actividad e£
peclfica 3800 cpm por mol) y por calentamiento durante très minu 
tos en bano de agua a 100® G (273)•
El cAMP formado se purifica siguiendo el procediraiento de croma- 
tografia secuencial en columnas Dowex 50 y alumina descrito por 
Solomon e_t ad. (274) « La base del método consiste en separar el 
cAMP radiactivo de los otros nucleôtidos (ATP, ADP, AMP), del Pi 
y el PPi a través de una résina intercambiadora de cationes (Do­
wex 50); los de la résina se intercambian con los -NH^ de la 
adenina. El cAMP es el ûnico compuesto de foafato parcialmente 
retenido por la résina, pues su carga positiva (adenosina) no es 
totalmente contrarrestada por la unica carga negativa del grupo 
fosfato. Luego de pasar por la Dowex 50, el cAMP es adicional - 
mente purificado en una columna de alumina que retiens a todos - 
los fosfatos que pudieran aûn contaminar al nucleôtido clclico. 
En esta columna el cAMP no se retiene a pH neutro.
Los pasos de purificaciôn del cAMP se detallan a continuaciôn:
Una vez detenida la reacciôn enzimâtica, se agrega 1 ml de agua 
destilada a la muestra y se siembra en una columna de Dowex AG - 
50 W-X4 (200-400 mesh) forma con un lecho de résina de 4x0.5 
cm. Una vez que pasa la muestra, se lava con 5 ml de agua desti 
lada en dos etapas, una de 1 ml y otra de 4 ml, descartândose 
los eluidos. Luego se pasan 6 ml de agua, reeogiéndose el elui- 
do directamente sobre una columna de alumina neutra, con un le - 
cho de résina de 3x0.5 cm, previamente equilibrada con Imidazol- 
HC1 0.1 M pH 7.5. Una vez pasados los 6 ml, por la columna de 
alumina, y habiéndose desechado el eluido correspondiente, se la 
va la columna con 1 ml del tampon de equilibrado y luego con 4 -
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ml del mismo tampon, reeogiéndose este ultimo eluido en frascos 
de centelleo liquide. La radiactividad se mide Begun el método 
de Bray (275), anadiendo a los frascos 13.5 ml de la mezcla cen- 
telleadora (naftaleno-dioxano).
Las lecturas se hicieron en un contador de centelleo Beckman LS- 
8100, usando el programa 6 del mismo, con lectura para y ^^P. 
El cAMP tritiado, agregado al finalizar la incubacion, permits - 
calculer el porcentaje de recuperacion del cAMP despues de pasar 
por las columnas.
VI. PREPARACION PE HEXIL AMINO AGAROSA
Para la preparacion de hexilaminosepharosa, que se usé posterior 
mente en uno de los pasos de purificaciôn de la adenilato cicla- 
sa, se siguiô el procedimiento descrito por Cuatrecasas (276).
A 50 g de sepharosa 4B, previamente lavada, se anaden 50-60 ml - 
de agua destilada. Permaneciendo dicha suspensiôn con agitaciôn 
magnética, en bano de hielo, se agregan 50 ml de una soluciôn de 
BrCN (0.2 g/ml), manteniéndose el pH en un valor de 11, con ayu- 
da de una soluciôn NaOH 4N. Una vez estabilizado el pH, se fil­
tra la résina con vaclo en embudo Büchner y se lava con 500 ml - 
de agua destilada y 500 ml de una soluciôn Na CO^H 0.1 N. A con 
tinuaciôn, se vierte la résina en un vaso de precipitados, conte 
niendo 80 ml de una soluciôn 1.6 diaminohexano en Na GO^H 1 M - 
(0.15 g/ml), llevada previamente a pH 8 con HGl concentrado. Es^  
ta suspensiôn se mantiene con agitaciôn magnética a 4° G durante 
16-20 horas. Al cabo de este tiempo, se lava la résina con, apro 
ximadamente, 1 litro de agua destilada y se mantiene en una solu
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cion etanolamina 1M con agitaciôn magnética a 4® 0 durante 2-3 
horas.
Flnalmente, la résina se filtra y se lava extensivaraente con 
agua destilada.
VII. PURIFICACION DE LA ADENILATO CIGLASA
50 g de micelio seco se homogeneizan en 1000 ml de Tris-H Cl 50 
mM pH; 7.4 (tampôn A), conteniendo EDTA 0.5 mM, 2-mercaptoetanol 
1 mM, Na Cl 0.5 M y glicerol 5 % (v/v). La homogeneizaciôn y el 
fraccionamiento posterior se realizan tal como se especifica en 
el apartado II de esta secciôn de "Materiales y Métodos".
La fracciôn S.^ ^^  obtenida, se dializa durante 18-20 h a 4® G, 
frente a 20 volûmenes de tampôn A, conteniendo 2-mercaptoetanol 
1 mM y glicerol 5 % (v/v). Todos los pasos siguientes de purif_i 
caciôn se realizan a 2-4® G.
VII,1 GROMATOGRAFIA EN HEXILAMINO-SEPHAROSA
La fracciôn S.^dializada (1000 ml, 3 mg proteina/ml) se aplica 
a una columna de Hexilamino-sepharosa preparada tal como se esp£ 
cifica en el apartado V de esta secciôn de "Materiales y Métodos" 
con un lecho de résina de 3x20 cm y equilibrada con tampôn A, 
conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM. Después de cargar la mue^^p 
en la columna, ésta se lava con 500 ml del tampôn de equii^^^^i^^^^ 
y se aplica un gradients lineal formado por: tampôn A, •
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do 2-mercaptoetanol 1 mM y tampon A conteniendo 2-mercaptoetanol 
1 mM Na 01 0.7 M. El volumen total del gradiente es de 1000 ml, 
el flujo de eluciôn ee de 2 ml/min. y se recogen fracciones de - 
25 ml. Las fracciones con actividad de adenilato ciclasa se - 
combinan, constituyendo lo que se denominarâ preparacion hexila­
mino-sepharosa (75-80 ml).
VII,2. FILTRACION EN GEL DE AGAROSA
La preparacion hexilamino-sepharosa, se concentra por ultrafil - 
traciôn usando una membrana Amicôn PM 30, hasta un volumen de 7 
ml (25 mg protelna/ml), y se aplica a una columna Pharmacia de - 
Bio Gel A-5m (100-200 mesh) (intervalo de fraccionamiento para - 
protelnas globulares; 10000-5000000), con un lecho de gel de 2.5 
x 87 cm y equilibrada en tampon A conteniendo 2-morcaptoetanol 1 
mM. La eluciôn se realiza con el mismo tampôn de equilibrado a 
un flujo de 2.5 ml/min, reeogiéndose fracciones de 7 ml. Las 
fracciones con mayor actividad especifica se combinan constitu - 
yendo lo que se denominarâ preparacion Bio-Gel.
VII,3 GROMATOGRAFIA EN AZUL SEPHAROSA
La preparaciôn Bio-Gel (50 ml), se concentra por ultrafiltraciôn 
usando una membrana Amicôn PM 30 hasta un volumen de 12-15 ml, y 
se aplica a una columna de azul sepharosa con un lecho de résina 
de 0.9x15 cm y equilibrada en tampôn A conteniendo 2-mercaptoeta 
nol 1 mM. Después de cargar la muestra en la columna, ésta se - 
lava con 30 ml de tampôn de equilibrado y se aplica un gradiente 
lineal formado por: tampôn A conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM
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y tampôn A conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM, Na Cl 0.8 M. El - 
volumen total del gradiente es de 120 ml. El flujo de eluciôn - 
es de 1.5 ml/min y se recogen fracciones de 5 ml. Las fraccio - 
nés con actividad de adenilato ciqlasa se combinan constituyendo 
lo que se denominarâ preparaciôn Azul-Sepharosa I.
La preparaciôn Azul-Sepharosa I (25 ml) se dializa durante 18-20 
horas a 4® 0 frente a 20 volûmenes de Tris-HCI 20 mM pH; 7.5,con 
teniendo 2-mercaptoetanol 1 mM. Dicha muestra, una vez dializa­
da se aplica nuevamente a una columna de azul-sepharosa, con un 
lecho de résina de 0.9x15 cm, equilibrada con Tris-HCI 20 mM pH:
7.5, conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM. Una vez cargada la mue^ 
tra en la columna, ésta se lava con 30 ml del tampôn de equili - 
brado y se aplica un gradiente lineal formado por: Tris-HCI 20 m 
M pH: 7.5, conteniendo 2 mercaptoetanol 1 mM, NaCl 0.8 M.
El volumen del gradiente es de 100 ml, el flujo de eluciôn es de
1.5 ml/min y se recogen fracciones de 4 ml. Las fracciones con 
actividad de adenilato ciclasa se combinan, constituyendo le que 
se denominarâ preparaciôn Azul-Sepharoaa II.
VII,4. ELEGTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL DE POLIAGRILAMIDA
La electroforesis preparativa se realize en ur equipo "Prep-Disc" 
de Canalco, provisto de una columna Pd-2/70, segûn los detalles 
siguientes:
- Preparaciôn del gel inferior: se parte de las siguientes solu- 
ciones:
Soluciôn A. 36.3 g de Tris, 230 /(I TEMED (N,N.N’, N'.-tetra-
metil-etilen-diamina), 48 ml de HGl 1N llevada a un volumen fi -
nal de 100 ml con agua destilada.
Soluciôn B. 20 g de acrilaroida y 0.48 mg de N,N'-metilen-tetra-
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acrilaraida, llevada a un volumen final de 100 ml con agua desti­
lada. La soluciôn se filtra sobre papel Whatman n® 1.
Soluciôn G. 28 mg de persulfato amônico en 20 ml de agua desti­
lada .
El gel inferior es del 5 $ de acrilamida. Para su forraaciôn se 
mezclan en proporclôn 1:2:1 :4 (v/v/v/v ) las soluciones A/B/agua 
destilada /G.
La mezcla desgasificada a vaclo en bano de hielo, se introduce - 
en el tubo correspondiente del aparato, tapado por el extreme in 
ferior, y se cubre con una pequena cape de agua pare evitar la - 
formaciôn de menisco. La polimerizaciôn se realiza a 4® G y tie
ne lugar en aproximadamente 45 minutes. Finalizada ésta, se ex­
tras el agua que cubria el gel y se procédé a la formaciôn del - 
gel superior.
- Preparaciôn del gel superior: se parte de las siguientes solu
clones :
Soluciôn D. 1.1 g de Tris ; 100^1 de TEMED (N ,N,N ' , N'-tetrame- 
til-etilen-diamina) 9»ô ml de HGl 1N , llevada a un volumen final 
de 20 ml con agua destilada.
Soluciôn E. 2.8 g de acrilamida, 50 mg de N, N '-metilen-bis- 
acrilamida, llevada a un volumen final de 20 ml con agua destila 
da.
Para la formaciôn del gel superior (3.5 % de acrilamida) se irez- 
clan en proporciôn 1:2:1:4 (v/v/v/v ) las soluciones D/E/agua 
destilada/G. La mezcla desgasificada a vaclo en bano de hielo - 
se introduce con pipeta Pasteur sobre el gel inferior, y se eu - 
bre con una pequena capa de agua. para évitai- la formaciôn de me­
nisco. La polimerizaciôn se realiza a 4® G . Finalizada ésta se 
extrae el agua que cubria el gel.
Preparaciôn de la muestra y electroforesis:
La preparaciôn Azul sepharosa I (25 ml) se dializa durante 18-20 
horas a 4® G frente a 20 volûmenes de Tris-glicina 30 mM pH: 8.2
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conteniendo glicerol 5 % (v/v). La muestra se concentra por ul­
traf il traciôn, usandc una membrana AMICON PM 30, hasta un volu - 
men final de 1 ml.
Las câmaras superior e inferior del aparato de electroforesis - 
donde se alojan los electrodes, se llenan con Tris-glicina 30 mM 
pH 8.2. El tampôn de eluciôn es Tris-HCI 0.37M pIT 8.4 contenien 
do glicerol 5 % (v/v). La velocidad de eluciôn es de 15 ml/h y 
se recogen fracciones de 2 ml.
Antes de aplicar la muestra, se hace circular una intensidad de 
5 mA durante 1-2 horas a 4® C. Después de este tiempo se aplica 
la muestra (0.5 mg protelna^ y se "efectûa la electroforesis 
igualmente a 4® C, aplicando una intensidad constante de 10 mA. 
La duraciôn del proceso es de 5-6 horas. Los tubos con activi - 
dad de adenilato ciclasa se combinan constituyendo la prépara 
d o n  electroforesis preparativa.
VIII. CARACTERI2ACI0N MOLECULAR DE LA ADENILATO CICLASA
VIII,1. ELECTROENFOQUE EN GRADIENTE DE SACAROSA
Se utilize la columna marca LKB de 110 ml de capacidad. El ele£ 
troenfoque se realiza siguiendo las intrucciones del manual de - 
uso proporcionado por LKB.
Procedimiento ;
- Llenado de la columna y aplicaciôn de la muestra:
Inicialmenbe se introduce la soluciôn densa de electrodo, corn 
puesta por 4 ml de H^PO^ 1 M, 15 g de sacarosa, 12 ml de agua 
destilada. A continuaciôn se introduce un gradiente lineal de -
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sacarosa, del 50 % al 5 %, formado por:
. soluciôn densa: 27 g de sacarosa, 36 ml de agua destilada y 2 
ml de Ampholine (intervalo de pH 4*6) al 40 % (P/v).
. soluciôn ligera: 2.7 g, 52.3 ml de agua destilada y 0.7 ml de 
Ampholine (intervalo de pH 4-6) al 40 % (P/v).
La concentraciôn de Ampholine en el gradiente ya formado es del
uno por ciento. El gradiente se introduce en la columna por me­
dio de una bomba peristâltica modelo LKB a un flujo constante - 
de 1.4 ml/min.
Por ultimo, se introduce la soluciôn ligera de electrodo compue£ 
ta por 10 ml de Na OH 0.25 M.
Priraeramente se realiza un electroenfoque de los anfolitos duran 
te 20 h a 4 ° C, con una intensidad de corriente inicial de 7 mA 
y un voltaje de 700 V.
A continuaciôn, se extrajo del centro de la columna un volumen - 
del contenido igual al volumen de la muestra a sembrar (aproxiraa 
damente 1 ml, conteniendo entre 2 y 5 mg de protelna). Se ajus- 
tô la concentraciôn de la muestra (preparaciôn Bio-Gel) por el - 
agregado de sacarosa sôlida y se la introdujo en el medio del -
gradiente con la ayuda de una bomba peristâltica, modelo LKB. El
electroenfoque de la muestra se realiza en las mismas condicio - 
nés durante 48 h. La intensidad y el voltaje final fueron 2 mA 
y 1800 V, respectivamente.
Finalizado el electroenfoque, se extrae en primer lugar la solu­
ciôn ligera de electrodo. Posteriormente, se eluye la columna, 
introduciendo con bomba peristâltica y a presiôn constante, agua 
destilada por la parte superior. El flujo de vaciado es de 2 ml 
/min y se recogen fracciones de 2 ml. El pH de las fracciones - 
se mide a 4® G con el pH-metro calibrado a dicha teraperatura.Fl­
nalmente, se neutralizan las fracciones y se mide actividad del 
adenilato ciclasa.
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VIII,2 ULTRACENTRIFUGAGION EN GRADIENTE DE SACAROSA
Se prépara gradientes de 5 a 20 $ (P/v) de sacarosa, hechos en - 
agua destilada u ôxido de deuterio (D^O), conteniendo Tris-HGl - 
50 mM pH; 7.4, 2-mercaptoetanol 1 mM, EDTA 0.5 mM y NaGl 0.15 M.
Los gradientes se forman en tubos de acetato de celulosa 5x1.2 
cm, correspondiente8 al rotor Beckman SW 56. Sobre el gradiente 
formado se aplican 0.3 ml de una mezcla que contiene 0.5 mg de - 
protelna correspondiente a la preparaciôn Hexilamino-sepharosa y 
las siguientes protelnas marcadoras: malato deshidrogenasa (co-
razôn porcino) 0.01 mg/ml; lactato deshidrogenasa (mûsculo de co 
nejo) 0.03 mg/ml y citocromo c (corazôn de caballo) 2 mg/ml.
Las centrifugaciones se realizan a 45000 rpm durante 16 horas a 
2® G. Finalizada la centrifugaciôn, se extrae el gradiente de - 
los tubos con bomba peristâltica, comenzando por el fondo y avi- 
tando al mâximo su distorsion. Se recogen fracciones de 0.2 ml 
con un flujo de 1 ml/min.
Posteriormente se procédé a la detecciôn de las protelnas utili- 
zadas como marcadores (apartado VIII,4 de esta secciôn de "Mate­
riales y Métodos") y de la actividad de adenilato ciclasa.
VII1,3 FILTRACION EN GELES DE AGAROSA
La deterrainaciôn del radio de Stokes (a) de la adenilato ciclasa 
se llevô a cabo en una columna de Bio-Gel A-5 m, con un lecho de 
gel de 85 x 0.9 cm.
A la columna se aplica 1 ml de la preparaciôn exilamino-sacarosa 
(15-20 mg de protelna), conteniendo las siguientes protelnas mar 
cadoras; galactosidasa (E. coli) 0.05 mg/ml, catalasa (hlgado bo 
vino) 0.1 mg/ml; malato deshidrogenasa (corazôn porcino) 0.01 mg 
/ml; lactato deshidrogenasa (mûsculo de conejo) 0.03 mg/ml y ci-
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tocromo c (corazôn de caballo) 2 mg/ml, El volumen de exclusiôn 
se détermina usando una suspensiôn de Rhizobium meliloti conte - 
niendo 6x10^ bacterias/ml, siguiendo la absorbancia a 660 nm.
VIII,4 DETERMINACION DE LA POSICION DE LAS PROTEINAS MARCADORAS 
EN LOS GRADIENTES DE SACAROSA Y EN LAS COLUMNAS DE BIO - 
GEL
. cltocromo c. Su detecciôn se lleva a cabo por medida de la ab 
sorciôn a 410 nm.
. malato deshidrogenasa. La actividad se mide por el consumo de 
NADH, en presencia de oxalacetato, siguiendo la desapariciôn de 
su absorbancia a 340 nm (277).
. lactato deshidrogenasa. Se mide su actividad por el consumo - 
de NADH, en presencia de piruvato, siguiendo la desapariciôn de 
su absorbancia a 340 nm (277).
. catalasa. La actividad se mide siguiendo la desapariciôn de - 
HgOg, por la conversiôn de ioduro a iodo, segûn el método de Te- 
renzi et (278).
./4galactosidasa. La actividad se mide usando 0-nitrofenil-^-D- 
galactopiranôxido como sustrato (277).
IX. CALCULO DE LOS PARAMETROS HIDRODINAMICOS Y MOLEGULARES
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IX,1 VOLUMEN ESPECIFICO PARCIAL
El método usado fué desar.ollado Clarke (279) y Meunier £t ajL - 
(280) para determiner el volumen eepeclfico parcial de complejos 
de protelnas y detergentes, mediante el anâlisis de los coefi 
cientes de sedimentaciôn en gradientes de densidad hechos en H^O 
o DgO. El principle del método ha sido descrito por Edelstein y 
Schachman (281), y se basa en el cambio en el coeficiente de se-
dimentacion producido por el aumento de densidad de la soluciôn
por el uso de D^O.
De acuerdo con el trabajo de Martin y Ames (282), el v de la ade
nilato ciclasa se calculô segûn la siguiente ecuaciôn:
■!.h 1 h
I’D
D
*d 1
/ d  - f l
Donde S^ y S^ son los coeficientes de sedimentaciôn aparentes de 
terminados experimentalmente en H^O y D^O, respec tivamente 
*2Q son las viscosidades de las soluciones en H^O y D^O respecti- 
varaente, en la zona en que se sitûa la macromolécula analizada.
Sr y Sjj son los dates obtenidos a partir de la representaciôn 
del coeficiente de sedimentaciôn de las protelnas marcadoras en 
funciôn de la distancia recorrida en los gradientes de H^O y D^O.
El cociente ^  se détermina a partir de la viscosidad relati­
ve de la zona en que se sitûa la protelna marcadora en los gra - 
dientes de H^O y D^O en funciôn de la distancia recorrida. Las 
densidades J  ^  V deterrainan por gravimetrla utilizando una
micropipeta de 50
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IX,2 RADIO DE STOKES
El valor del radio de Stokes (a) de la adenilato ciclasa se ob - 
tiene a partir del perfil de eluciôn de la actividad enzimâtica 
en las columnas de Bio-Gel A 5 m. Se representan el volumen de 
eluciôn normalizado (v^/v^) para todas las protelnas marcadoras, 
de parâmetros moleculares conocidos frente al radio de Stokes, - 
donde v^ es el volumen de eluciôn de cada protelna y v el volu­
men de exclusiôn de la columna. De esta forma se obtiens la rec­
ta de calibrado de la columna. Se lleva a ella el valor de v^/ 
v^ obtenido para la adenilato ciclasa, obteniéndose asl el radio 
de Stokes de la enzima.
IX, 3 PESO MOLECULAR
El peso molecular de la adenilato ciclasa se calcula de acuerdo 
a la ecuaciôn de Siegel y Monty (283);
M = ^^"7,20.W '20.W■' " Vzo.w
Donde N es el numéro de Avogadro,^^^ ^ es la viscosidad del agua 
a 20® C (1,100.10^ g/cm.seg), a es el radio de Stokes, S^q ^ -
es el coeficiente de sedimentaciôn, v es el volumen especifico - 
parcial yJ *20 W densidad del agua a 20® C (0.988 cm^/g).
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IX,4 RAZON FRICGIONAL
La razôn frlccional se calcula usando los paramètres moleculares 
previamente obtenidos (v, a, M), de acuerdo a la siguiente ecua­
ciôn:
° 3 M V
siendo f el coeficiente de fricciôn de la protelna y f^ el coe - 
ficiente de fricciôn de la protelna esférica y anhldra de igual 
masa.
XI,5 PARAMETROS DE LAS PROTEINAS MARCADORAS
En la tabla V, se resumen los paramètres moleculares de las pro­
telnas marcadoras usadas en las centrifugaciones, en gradientes 
de sacarosa y en las filtraciones en gel. La tabla fué confec - 
cionada en base a los dates reunidos por Haga ejfc ^  (34)*
X. ELEGTROFORESIS ANALITIGA EN GELES DE SDS-POLIAGRILAMIDA
El método utilizado es bâsicamente el descrito por Laemmli (284) 
Se realizan geles pianos polimerizados en una célula marca Bio - 
Rad, modelo 270.
—  Preparaciôn y caracterlsticas del gel inferior:
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COEFICIENTE VOLUMEN
DE ESPECIFICO RADIO DE PESO
SEDIMENTACION PARCIAL STOKES MOLECULAR
^20.W V a PM
PROTEINA (S) (ml/g) (nm)
^Galactosidasa
jCatalasa
15.9
11.3
0.76
0.73
6.84
5.21
520000
247000
Lactato
Deshidrogenasa 7.3 0.74 4.75 142000
Malato
Deshidrogenasa 
Cltocromo C
4.3 
1.7
0.74
0.73
3.69 
1.87
70000
13300
Tabla V. Parâmetros hidrodinâmicos y moleculares de las 
protelnas marcadoras utilizadas.
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Las dlmensiones del gel inferior eon: 8 cm de alto y 1.5 mm de
espesor. Se parte de la siguiente soluciôn: 10 ml de acrilami­
da 30 % (p/v), 8 mg de N ,N '-metilen-bisatrilamida, o.3 ml de 
SDS 10 % (p/v), 11.3 ml de Tris-HCI 1M pH: 8.8 y 10.8 ml de agua 
destilada.
Una vez desgasificada la mezcla a vaclo, en bano de hielo, se - 
anaden 7.5y41 de TEMED (N.N ,N '-tetrametil-etilen-diamina) y 0.1 
ml de persulfato de amonio 10 % (p/v) y se vierte en la câmara - 
correspondiente de la celda de electroforesis. La polimerlza 
cion tiene lugar en 20-30 minutes a temperature aibiente, siendo 
la concentraciôn final de acrilamida del 10 Jï. Finalizada ésta, 
se cubre el gel y se procédé a la formaciôn del gel superior.
—  Preparaciôn y caracterlsticas del gel superior:
Las dimensiones del gel superior son: 1.5 centlmetro de alto y
1.5 mm de espesor.
Se parte de la siguiente soluciôn: 1.66 ml de acrilamida 3 0  % -
(p/v), 13 mg de N ,N '-metilen-bisacrilamida, 0.1 ml de SDS 10 $ - 
(p/v), 1.25 ml de Tris-CIH 1 M pH 6.8 y 7.55 ml de agua destila­
da. Una vez desgasificada la mezcla a vaclo en bano de hielo se 
anaden 5y^l de TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etilen-diamina) y 0.1 
ml de persulfato de amonio 1 0 %  (p/v). A continuaciôn se vierte 
en la celda de electroforesis y se coloca un peine especial que 
después de la polimerizaciôn del gel se retira y quedan formados 
los canales en los que se aplicaran las muestras posteriormente.
—  Preparaciôn de la muestra y electroforesis:
Antes de ser sometidas a electroforesis, las muestras se diali - 
zan durante 16 horas a 4® C frente a Tris-HCI 10 mM pH 7.5 y po£ 
teriormente se liofilizan. Seguidamente se resuspenden en 50-75 
ykl de una soluciôn desnaturalizante de la siguiente composiciôn: 
SDS 2 % (p/v), 2-mercaptoetanol, 5 % (v/v), glicerol 20 % (v/v) 
Tris-HCI 60 mM pH 6.8 y Azul de bromofenol 0.002 % (p/v). Las - 
muestras se calientan durante très minutes en bano de agua a 100 
® G . El contenido de protelna en cada canal sembrado es de 10-
 —  --------   r
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100 g, El tampôn de electroforesis es: Tris-glicina 50 mM pH -
8.0 conteniendo SDS 0.1 % (p/v). La electroforesis se realiza a 
una intensidad de corriente constante de 20 mA durante 6-7 horas 
manteniendo la temperatura en 15® C. Las protelnas para la con- 
fecciôn de la recta de calibrado de los pesos moleculares son: 
fosforilasa b (mûsculo de conejo), albûmina (suero bovino),ovoal 
bûmina( clara de huevo), anhidrasa carbônica (eritrocitos bovi - 
nos) e inhibidor de tripsina(soja).
X,1 LOGALIZAGION DE PROTEINAS 
Se han seguido dos métodos:
a) Tinciôn con azul de Goomassie: los geles se fijany tinen al 
mismo tiempo, durante 2-6 horas a 37® G en una soluciôn acuosa - 
que contiene metanol 25 % (v/v), acido acético 8 % (v/v) y azul 
de Goomassie G o R 250 0.2 % (p/v). El destenido se efectûa con 
la misraa soluciôn sin colorante.
b) Tinciôn con Ag NO^: Esta tinciôn se efectuô por el método -
de Oakley (285).
El procediraiento es como signe : se deja el gel en una soluciôn
de glutaraldehido 10 % (v/v) durante 30 minutes. A continuaciôn 
se lava extensivaraente con agua destilada durante 6-7 horas, se­
guidamente se mantiene el gel durante 10-15 minutes en una solu­
ciôn formada por: 1.4 ml de NH^ OH 0.36 % (p/v) y 75 ml de agua 
destilada a la que, lentamente, y con agitaciôn, se anaden 4 ml 
de Ag NO^ 20 % (p/v). Se lava el gel con agua destilada duran­
te 2-3 minutes y se transfiere a un recipients que contiene una 
soluciôn recién preparada de acido cltrico 0.005 % (p/v) y for - 
maldehldo 0.019 % (hecho por diluciôn de una s91uciôn comercial 
de formaldehido de 38 %). Las protelnas tenidas se hacen visi - 
bles en esta etapa. Finalmente; se lava el gel con agua destila
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da, durante 2-4 horas.
X,2 LOGALIZAGION DE AGTIVIDAD DE ADENILATO GIGLASA
Una vez concluida la electroforesis se deja el gel durante 30 mi 
nutos en una soluciôn acuosa que contiene metanol 10 % (v/v) y - 
acido propiônico 10 % (v/v). A continuaciôn, el canal donde se 
quiere localizar actividad enzimâtica se corta long-itudinalmente 
para separarlo del resto del gel y se realizan certes transversa 
les de 2-3 mm, cada porciôn del gel se introduce en un tubo de - 
ensayo, conteniendo 1 ml de una soluciôn acuosa de âcido propiô­
nico 10 % (v/v) y en el interior del tubo se trocea con ayuda de 
una varilla de vidrio. Las suspensiones asl formadas se diali - 
zan frente a una soluciôn acuosa de âcido propiônico 5 % (v/v) - 
(286) durante 7-8 horas a temperature ambiante. Al cabo de ese 
tiempo se dializa nuevamente frente a una soluciôn de cloruro de 
guanidinio 6M durante 7-8 horas, y finalmente se dializa extensj^ 
vamente frente a Tris-GIH 10 mM pH 7.4 (287). A continuaciôn 
las muestras se centrifugan a baja velocidad en una centrlfuga - 
cllnica y los sobrenadantes se liofilizan.
Seguidamente, las muestras se resuspenden en 100y^l de Tris-HGl 
50 mM pH 7.4* conteniendo NaGl 200 mM, ditiotreitol 1 mM y glice 
roi 10 % (v/v) y se deja durante 2-3 horas a 4® G. Finalmente - 
se le agrega 100y*< 1 de la mezcla de incubaciôn conteniendo Mn 
Glg 2mM y F^^pJ ATP 0.5 mM de una actividad especifica entre 
1000-2000 cpm por pmol, para medir actividad de adenilato ciclasa 
(apartado V de esta secciôn de "Materiales y Métodos"), y se de­
ja incubando durante 7-8 horas a 4® C y a continuaciôn 30 minu - 
tos a 37® G. Finalizado ese tiempo se agregan 200 y4l de la mez­
cla de detenciôn de la reacciôn y se precede tal como se especi­
fica en el apartado V.
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XI. PREPARACION DE ADENILATO CICLASA SOLUBLE DE TESTICULO DE RA 
TA
Se utilizaron ratas macho Wistar, de 45 a 90 dlas de edad, con - 
un peso promedio entre 200 y 250 g.
Los animales se sacrifican por decapitaciôn. Luego se extraen - 
los testlculos e inraediatamente se practice una incision en la - 
superficie del testicule, depositando los tûbulos seminiferos en 
un vaso de precipitados sumergido en bano de hielo y eliminando 
la tunica vaginal. El material se homogeneiza en très volûmenes 
de tampon A conteniendo 2-mercaptoetanol 1mM y EDTA 0.5 raM,usan­
do un equipo Ultra-Turrax (desintegrador de tejidos modelo T 18- 
10 IKA). Esta operaciôn y las siguientes se realizan a 4® G. El 
extracto se centrifuge a 7700 xg durante 10 minutes. El sobrena 
dante se somete a ultracentrifugaciôn a 105000 xg durante 60 mi- 
nutos. Este ûltirao sobrenadante se aplica a una columna de DEAE 
celulosa, con un lecho de résina de 2,5 x 14 cm, previamente 
equilibrada con el tampôn de homogeneizaciôn. Una vez pasada la 
muestra se lava con 400 ml del mismo tampôn de equilibrado y se 
aplica un gradiente lineal formado por tampôn A conteniendo 2- - 
mercaptoetanol 1mM, EDTA 0.5 mM y tampôn A conteniendo 2-mercap­
toetanol 1mM, EDTA 0.5 mM, NaGl 0.7 M. El volumen total del 
diente es de 600 ml, el flujo de eluciôn es de 1.7 ml/min, y se 
recogen fracciones de 10 ml.
La actividad de adenilato ciclasa eluyô como un ûnico pico a una 
concentraciôn de 0.25-0.30 M de NaGl. Las fracciones correspon- 
dientes se dializaron durante 17-20 horas a 4® G frente a 20 vo­
lûmenes de tampôn A conteniendo 2-mercaptoetanol 1mM, y se guar- 
daron posteriormente a -20® G.
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XII. PREPARACION DE MEMBRANAS DE ERITROGITO DE PAVQ
Para la preparaciôn de membranas de eritrocito de pavo, se sigue 
el siguiente procedimiento:
La sangre heparlnizada se centrifuge a 120 xg durante 10 minutes 
a continuaciôn las células sedimentadas se lavan cuatro veces 
con un volumen de una soluciôn frla de Tris-HGl 1mM pH 7.4, con­
teniendo NaGl 0.15 M y Mg Gl^ 0.1 mM. Las células se resuspen­
den en dos volûmenes de agua destilada frla y se homogeneizan en 
un Potter, manteniendo el extracto a 4® G. Seguidamente se sha­
de al lisado Deoxiribonucleasa I (40 j i g / m l )  y la mezcla se incu­
ba durante 20 minutes a 30 ® G. Finalmente, la mezcla se centri 
fuga a 25000 xg durante 30 minutos a 4 ® G y las membranas sedi­
mentadas se resuspenden en tampôn A conteniendo ditiotreitol 1 - 
mM y se mantiene a - 20® G.
XII,1 TRATAMIENTO GON TOXINA DEL GOLERA
El tratamiento de las membranas de eritrocito con toxlna del cè­
lera se efectûa de la siguiente forma: la mezcla de reacciôn
contiene Hepes (N-2-hidroxietil-piperazina-N'-2 acido etanosulfô 
rico) 20 mM pH 8 (tampôn B) conteniendo MgCl^ 2 mM, ditiotreitol 
1 mM, NAD 1 mM, ATP 1 mM, GTP 10^m, toxina del côlera 10 ^ g/ml 
(pretratada con ditiotreitol 20 mM a 37 ® G durante 20 minutos) 
y membranas de eritrocito (lôrag protelna/ml). El volumen total 
es de 2 ml. La incubaciôn se realiza a 37® G durante 30 minutos 
y la reacciôn se detiene por el agregado de 8 ml de tampôn A - 
frio. A continuaciôn, la mezcla se centrifuge a 105000 xg duran 
te 60 minutos y las membranas se resuspenden en tampôn B, conte­
niendo MgGlg 2 mM.
Gomo control se trataron membranas en las mismas condiciones pe-
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ro omitiendo la toxina.
Para el marcado radiactivo de las membranas por ATP ribosilaciôn 
(apartado VII,Introducciôn) se uso el mismo tratamiento con to­
xina del côlera, agregando al medio de incubaciôn 1 ^ 1 de f^
NAD (5 ^ ci/ml), y lavando las membranas dos veces con Na CO^H -
1 mM antes de la resuspensiôn final.
XII,2 TRATAMIENTO CON DETERGENTE
Las membranas de eritrocito pretratadas o no con toxina del côle 
ra se resuspenden en tampôn B conteniendo MgClg 2 mM (5mg prote^ 
na/ml). La suspensiôn se mantiene a 0® C con agitaciôn magnéti­
ca y se anade lentamente colato de sodio sôlido hasta una concen 
traciôn final de 25 mM, continuando la agitaciôn durante 60 minu 
tos. Finalizado este tiempo, la mezcla se centrifuge a 20000 xg 
durante 60 minutos a 4® C. Seguidamente, el sobrenadante obte­
nido se incuba a 23® G durante 20 minutos para inactivar la acti 
vidad adenilato ciclasa.
Alternativamente,las membranas se tratan con digitonlna 1 % (p/v) 
siguiendo el mismo procedimiento, excepto que la incubaciôn a 23 
0 G no es necesaria.
XI1,3 GROMATOGRAFIA EN ULTROGEL
Las membranas de eritrocito se marcan con toxina del côlera y 
P^G^NAD , tal como se especifica en el apartado XII, 1 de este • 
capitule de "Materiales y Métodos", y a continuaciôn se tratan ■ 
con digitonina 1 % (p/v). El sobrenadante obtenido después de - 
-centrifuger a 20000 xg durante 1 hora a 4® G se siembra (1 ml, 5-
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7 mg protelna) en una columna de ültrogel AcA 34 (intervalo de - 
fraccionamiento para protelnas globulares 20000-400000) con un - 
lecho de gel de 53 x1.25 cm y equilibrada con Tris-HCI 15 mM pH 
7.4 medido a 4® C, conteniendo EDTA 2 mM, MgCl^ 15 mM, digitoni­
na 0.1 %. La eluciôn se realiza a 4® C con el mismo tampôn de - 
equilibrado, a un flujo de 0.8 ml/min, reeogiéndose fracciones - 
de 4 ml.
Por una parte se tomaron 500 ml de cada fracciôn para lectura de 
1 Ac, y se raidieron en un contador Beckman modelo LS8100, con el 
programa 3 del mismo. Por otra parte, se tomaron 30 ^ 1 de cada 
fracciôn y se mezclaron con 5^1 de una suspensiôn de membranas - 
de Neurospora crassa(12 mg de protelna/ml) y se efectuô el trata 
miento de reconstituciôn tal como se especifica en el apartado - 
XIII de este capitule de "Materiales y Métodos".
XIII. PROCEDIMIENTO PARA LA RECONSTITUCION DE LA ADENILATO CI i 
CLASA EMPLEANDO COMPONENTES DE DISTINTOS SISTEMAS BIOLOGI 
COS
Los experimentos de reconstituciôn de la adenilato ciclasa se 
realizaron de la siguiente forma; una cantidad determinada de - 
membranas de la cepa salvaje (StL74) de Neurospora crassa prepa­
rada por resuspensiôn del (apartado II de "Materiales y Mé­
todos") en tampôn A conteniendo ditiotreitol 1 raM (12 mg de pro­
telna/ ml) se mezclan con una cantidad determinada del extracto - 
en detergente de las membranas de eritrocito de pavo (2.5 mg de 
protelna/ml)(apartado XII,2 de "Materiales y Métodos"). Se 11e- 
van las raezclas a un volumen final de 50 ^ 1 con tampôn A conte - 
niendo ditiotreitol 1 mM y se incuban a 23® G durante 20 minutos 
a continuaciôn se ensaya la actividad de adenilato ciclasa.
Se realizaron ademas experimentos de reconstituciôn en las mis -
ADENILATO GIGLASAS DEBILMENTE ASOGIADAS A MEMBRANA
CAPITULO II PAGINA 130 MATERIALES Y METODOS
mas condiciones, usando el lugar de membranas de la cepa salvaje 
de Neurospora crassa, las correspondientes a la cepa FGSC 488, - 
portadora de la mutaciôn cr-1(apartado XVI,4 Introducciôn). Es­
ta cepa se cultiva y  homogeneiza de la misma forma que se hace - 
con la cepa salvaje, efectuândose, igualmente, su fraccionamien­
to, tal como se especifica en los apartados^ Y H  de este capltu 
lo de "Materiales y Métodos".
Los experimentos de reconstituciôn, empleando en lugar de membra 
nas de Neurospora crassa, preparaciones solables de adenilato c^ 
clasa, se efectûan en las mismas condiciones que con los prépara 
dos de membrana, y se realizaron con una preparaciôn soluble de 
adenilato ciclasa de testlculo de rata, obtenida, segûn se espe­
cifica, en el apartado XI de "Materiales y Métodos" y con la pr^ e 
paraciôn hexilamino-sepharosa de Neurospora crassa, obtenida,tal 
como se especifica en el apartado VII,1 de "Materiales y Métodos",
XIV. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE FOSFODIESTERASA
La actividad de fosfodiesterasa de cAMP se mide bâsicamente se - 
gûn el procedimiento descrito por Thompson y Appleman (288). La 
mezcla de incubaciôn estâ compuesta por; Tris HGl 40 mM pH 8, Mg 
Glg 5 mM, cAMP 200 um y f^hJ cAMP (50-70000 cpm), el volumen fi­
nal es de 100 j a l .  La mezcla se incuba durante 5-10 minutos a 30 
. C y la reacciôn se detiene por calentamiento en bano de agua a 
100® G durante 2 minutos. A continuaciôn la mezcla se incuba 
nuevamente con el agregado de 40 jul de veneno de serpiente ( 
King cobra, 2 mg/ml en Tris-HGl 10 mM pH 8). Esta segunda reac - 
ciôn se detiene anadiendo la mezcla 20 yul de una soluciôn conte­
niendo EDTA 50 mM y adenosina 5 mM.
A continuaciôn se agrega 1 ml de una suspensiôn que contiene Irai
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de una suspension que contiene un volumen de résina de intercam- 
bio iônico AG 1 (200-4-00 mesh) y  très volûmenes de etanol 30%
(v/v) en agua destilada, y se deja sedimentar la résina durante 
15 minutos. Finalmente se toman allcuotas de 0.5 ml de los so - 
brenadantes y se agregan a tubos plâsticos conteniendo la mezcla 
de centelleo, compuesta por Omnioflûor 0.4 % (p/v) y Triton XI00 
30 % (v/v) en tolueno.
La radiactividad se raidiô en un contador de centelleo Beckman, -
3
usando el programa 1 del mismo con lectura para H.
XV. PREPARACION DE FOSFODIESTERASA DE CEREBRO DE VACA
Se parte de un cerebro de vaca de 300-350 g, se trocea y homoge­
neiza en Tris-HGl 30 mM pH 7.4, conteniendo 2-merjaptoetanol 1mM 
EDTA 0.5 mM, PMSF 1 mM (400 ml). Para ello se empleo un equipo 
Ultra-Turrax (desintegrador de tejidos modelo T18-10 IKA). La - 
homogeneizaciôn y los demâs procesos de la preparaciôn enzimâti­
ca se efectûan a 4® G. Seguidamente, el extracto se centrifuga 
a 25000 xg durante 10 minutos y sobrenadante obtenido se centri­
fuge nuevamente a 105000 xg durante 60 minutos.
El sobrenadante obtenido de esta ûltima centrifugaciôn se aplica 
a una columna de DAE-celulosa DE52, con un lecho de résina de 50 
x3cm, previamente equilibrada con Tris-HGl 30 mM pH 7.4, conte - 
niendo 2-mercaptoetanol 1 mM. Una vez pasada la muestra, se la- 
vô con 500 ml de tampôn de equilibrado y se aplicôn un gradiente 
lineal formado por Tris-HGl 30 mM pH 7.4 conteniendo 2-mercapto 
etanol 1 mM y Tris-HGl 30 mM pH 7.4 conteniendo 2-mercaptoetanol 
1 mM, NaGl 0.8 M. El volumen total del gradiente es de 600 ml, 
el flujo de eluciôn es de 1.5 ml/min y se recogen fracciones
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de 10 ml. Las fraccionea con actividad de fosfodiesterasa de 
cAMP se combinan y dializan durante 17-20 horas frente a Tris- 
HGl 30 mM pH 7.4, conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM.
XVI. ENSAYO DE GALMODULINA
El ensayo de calmodulina se realiza midiendo la activaciôn produ 
cida sobre la actividad de fosfodiesterasa de cAMP.
La mezcla de incubaciôn estâ compuesta por; Tris-HGl 40 mM pH 8 
MgGlg 5 mM, GaGlg 50 j u M , albumina (0.1 ng/ml), cAMP 200 j i H ,  I_^ h| 
cAMP(50-70000 cpm) y preparaciôn de fosfodiesterasa de cerebro - 
(2 Mg de protelna/ml), obtenida tal como se especifica en el 
apartado XV de "Materiales y Métodos". El volumen final es de -
0.1 ml y la mediciôn de la actividad de fosfodiesterasa de cAMP 
se realiza tal como se especifica en el apartado XIV de este ca­
pitule de "Materiales y Métodos".
XVII. PURIFICACION DE GALMODULINA DE NEUROSPORA CRASSA
Se parte de 22 g de micelio seco, obtenido tal como se especiii- 
ca en el apartado I de "Materiales y Métodos", y se homogeneizan 
primeramente en presencia de nitrôgeno liquide y posteriormente 
en 200 ml de Tris-HGl 30 mM pH 7.4, conteniendo EDTA 0.5 mM y 
llegândose a obtener la fracciôn soluble del micelio S.jQ^(l75ml) 
tal como se especifica en el apartado II de este capitulo de "Ma 
teriales y Métodos".
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XVII,1 CROMOTOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA
La fracciôn se aplica a una columna de DEAE-celulosa DE52,
con un lecho de résina de 30 x3 cm y equilibrada con Tris-HGl 30 
mM pH 7.4, medido a 4® G. Después de cargar la muestra en la co 
lumna, se lava con 300 ml del tampôn de equilibrado, conteniendo 
NaGl 0.1 M y aplica un gradiente lineal formado por: Tris-HGl 
30 raM pH 7.4, conteniendo NaGl 0.1 M y  Tris- HGl 30 mM pH 7.4 
conteniendo NaGl 0.7 M. El volumen total del gradiente es de - 
500 ml, el flujo de eluciôn es de 1.5 ml/min, y se recogen frac­
ciones de 10 ml. La cromatografla se efectûa a 4® G. Las frac­
ciones en las que se détecta la presencia de calmodulina se com­
binan y se calientan en bano de agua a 100® G durante 5 minutos. 
Seguidamente, la muestra se centrifuga a 1ZOOOxg durante 15 minu 
tos. El sobrenadante correspondiente se dializa frente a 20 vo­
lûmenes de agua destilada durante 15-18 horas a 4® G, constitu - 
yendo la preparaciôn de DEAE-celulosa.
XVII,2 GROMATOGRAFIA EN HIDROXILAPATITO
La preparaciôn de DEAE-celulosa (90 ml) se aplica a una columna 
de hidroxilapatito con un lecho de résina de 20 x2.5 cm, y equi­
librada con tampôn fosfato sôdico 5 mM pH 7.2, una vez pasada la 
muestra, la columna se lava con 100 ml del tampôn de equilibrado 
y se aplica un gradiente lineal formado por tampôn fosfato sôdi­
co 5 mM pH 7.2 y tampôn fosfato sôdico 200 mM pH 7.2, el volumen 
total del gradiente es de 200 ml, el flujo de eluciôn es de 0.5 
ml/min y se recogen fracciones de 7 ml. Las fracciones donde se 
detects la presencia de calmodulina se dializan extensivamente - 
frente a agua destilada y se liofilizan. El liofilizado consti- 
tuye lo que se denominarâ preparaciôn hidroxilapatito.
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XVII, 3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
La cromatografia de afinidad se efectua en 2-cloro-10(3-amlnopro 
pil) fenitiazina-sepharosa 4 B (CAPP)-sepharosa 4 B {289){figu 
ra 20). El mêtodo de preparaclôn de la résina es igual al des ~ 
crito en el apartado VI de "Materiales y Métodos", cambiando ex- 
cluslvamente el derivado a acoplar a la sepharosa, empleândose - 
en este caso clorhidrato de 2-cloro-10-(3-aniinopropil)fenotiazi- 
na (figura 20). El liofilizado correspondiente a la preparaclôn 
hidroxllapatito se resuspende en 10 mM de Trls-HCl 20 mM pH 7.4* 
conteniendo 2-nercaptoetanol 1 mM CaClg 1 mM, NaCl 200 mM y se - 
apllca a una columna de CAPP-sepharosa, cublerta en todo su lar­
go con "papel aluroinlo" para evltar la luz, con un lecho de resi 
na de 20 x2 cm. Una vez pasada la muestra se lava con Trls-HCl 
20 mM pH 7.4 conteniendo 2- mercaptoetanol 1 mM, CaCl^ 1 mM y Na 
Cl 200 mM. El flujo de eluciôn es de 0,5 ml/mln y se recogen 
fracclones de 2 ml, detectando la presencla de proteina por ab - 
sorclôn a 280 nm, una vez que cesa la eluciôn de proteina se la­
va la columna con Trls-HCl 20 mM pH 7.4 conteniendo 2-mercaptoe- 
tanol 1 mM NaCl 200 mM, EGTA 10 mM para elulr la calmodulina, y 
se recogen fracclones de 2 ml al mlsmo flujo de eluciôn.
Las fracclones en las que se détecta la presencla de calmodulina 
se comblnan y se dlallzan extenslvaraente frente a agua destilada 
a contlnuaclôn la muestra se llofollza.- Flnalmente se la resus­
pende en 0.2-0.5 ml de agua destilada, constltuyendo lo que se - 
denominarâ preparaclôn CAPP-sepharosa.
XVII,4 FILTRACION EN GEL
0.4 ml de la preparaclôn CAPP-sepharosa o alternativamente de la 
preparaclôn hldroxllapatlto se apllcan a una columna de Bio Gel 
PôO (Intervalo de fracclonamlento para protelnas globulares 3000
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b)
c)
RESINA
-N,
Figura 20. Estructura qulraica de: a) 2-cIoro-10-(3-aminopro- 
pil) fenotiazina. b) Glorpromazina. c) Conjugado 
de 2-cloro-10-(3 aminopropil) fenotiazina-sepharosa (CAPP-sepha­
rosa ).
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-60000) con un lecho de résina de 60 x1.5 cm, previamente equil_i 
brada en Trls-HCl 10 mM pH 7.4* el flujo de eluciôn es de 0.3 ml 
/min y se recogen fracclones de 1 ml. Las fracclones en las que 
se détecta la presencla de calmodulina se comblnan y se dlallzan 
extenslvamente frente a agua bldestilada a 4® C. A contlnuaclôn 
se lloflllza la muestra y se resuspende en el mlsmo voluraen de - 
agua bldestilada (0.1-0.3 ml).
XVIII. PURIFICACION DE CALMODULINA DE CEREBRO DE VACA
Se parte de 200 g de cerebro de vaca, se trocea, homogenelza y - 
fracclona tal como se especlfica en el apartado XV de "Materla - 
les y Métodos”, llegando, flnalmente, al sobrenadante de la ultj^  
ma centrlfugaciôn realizada a 105000 xg durante 60 minutos.
La purlflcaclôn de calmodulina se realiza partlendo de este so - 
brenadante y se procédé de la mlsma forma que se especlfIca para 
la purlflcaclôn de calmodulina de Neurospora crassa (apartado XV 
II de "Materlales y Métodos”).
XIX. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES PARA LA ADENILATO CI 
CLASA DE NEUROSPORA CRASSA
XIX,1 PROCEDIMIENTO DE INMUNIZACION
Se emplean ratones BALB/c de sels semanas de edad. Los ratones 
reclben por Inyecciôn Intraperltoneal 50 j x l . de una preparaclôn -
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de adenilato ciclasa de Neurospora crassa (100 yug de proteina, - 
actividad especlfIca 45 nmol/mln/mg proteina) purificada hasta 
la etapa azul-sepharosa I (apartado VII,3 de "Materlales y Méto­
dos") mezclada con 50jul de adyuvante complète de Freund. A la 
semana, se apllca nuevamente por inyecciôn Intraperltoneal 100 - 
yul de la mlsma preparaclôn enzimâtica sln adyuvante. Cuatro 
dias después los animales se sacrlflean para efectuar la fusion,
XIX,2 PROCEDIMIENTO DE FUSION Y CULTIVO
Los ratones se sacrifican por dlslocaciôn cervical y se Introdu- 
cen en una soluciôn de désinfectante. Se saca el bazo y se lo - 
coloca en una plaça de Pétri con 10 ml de medlo 1, conteniendo - 
Dulbeco'8 Modified Eagle, Glbco (10.05 mg/ml), bicarbonate de so 
dlo (2 mg/ml), plruvato de sodio (1 mg/ml), penicllina 100 uunl- 
dades/ml), estreptomlcina (0.1 mg/ml), glutamina (0.292 mg/ml).
A contlnuaclôn, se coloca el bazo enclma de un tamlz metâllco y 
se lo macéra con el émbolo de una jerlnga plastica descartable - 
sobre una plaça de Pétri P35 conteniendo 1 ml de medlo 1 . Segul. 
damente se lava el tamlz por ambos lados sobre la plaça de Petrl 
con 2 ml de medlo 1. Una vez finallzada esta operaclôn, los 3ml 
de la suspension de la plaça de Petrl se transfleren a un tubo - 
plastlco con el extreme Inferior en forma cônica, conteniendo 7 
ml de medlo 1, se deja decantar la suspension 2 minutos a tempe­
rature ambiente, y el sobrenadante se transfiere a otro tubo se­
me jante. A contlnuaclôn, se centrifuge amll rpm en centrifuge - 
clinlca a 4® C. Se descarta el sobrenadante y en el mlsmo tubo 
se resuspenden las células en 5 ml de NH^Cl 0.17 M frio, se agi­
ta el tubo y se deja en bano de hlelo durante 10 minutos. Segul- 
damente se agregan 10 ml de medlo 2 (medlo 1 conteniendo suero - 
fetal bovlno 15 ? (v/v) previamente Inactlvado a 55® C durante - 
30 minutos) y se centrlfuga alOOOrpra en centrifuge clinlca a 4®C
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se descarta el sobrenadante y las células se resuspenden en 0.5 
ml de medlo 1. Seguldamente se agregan 20 ml del mlsmo medlo 
conteniendo 10^ células de mleloma 63-Ag 8.6.5.3. y a continua - 
d o n  30 ml nuevamente de medlo 1. La suspension se centrlfuga - 
a 1000 rpm durante 10 minutes en centrlfuga clinlca a 4®C, se 
descarta el sobrenadante y a las células sedlmentadas, con el tu 
bo sumergldo en bano de agua a 37® C, se anade gota a gota 0.7 - 
mlde polletllen gllcol 1300 50 $(p/v), durante 90 segundos, a 
contlnuaclôn se anade lentamente durante 2 minutos, 15 ml de me­
dlo 1. La suspenslôn se centrlfuga a 1000 rpm durante 10 mlnu - 
tos a temperature ambiente y las células sedlmentadas se resus - 
penden en 35-40 ml de medlo 3» consistente en medlo 2 contenien­
do 50 % (v/v)de medlo condlclonado (medlo 2 que sostuvo durante 
3 dias el creclmiento de los mlelomas). Las células se slembran 
»n dos plaças de Petrl grandes con 12 ml de medlo cada una y - 
dos plaças de Petrl pequenas con 6 ml de medlo cada una. Las - 
células se mantlenen a 37® C en un Incubador FORMA SCIENTIFIC en 
atraôsfera de aire y COg 5 $.
A las 24 horas se saca 1 ml del medlo y se agrega 1 ml del medlo 
^ (medlo HAT)compuesto por medlo 2 conteniendo 0.01361 mg/ml de 
hlpozantlna 0.00378 mg/ml de.,tlmldlna, 0.00176 mg/ml do amlnopte 
rlna, y medlo 3 50 % (v/v). Durante très dias se replte esta 
operaclôn.
Cuando el numéro de células es suflclentemente elevado (4® dla) 
se despegan las células con ayuda de una pipeta plastica y se - 
transflere la suspenslôn a "multl-placas" de cultlvo colocando - 
100 jul de la suspenslôn por plaça (alrededor de 50 células). Al 
5® dla se saca todo el medlo y se cambia por medlo 4 (100^1). 
Gradualmente se va agregando medlo HAT, lo que lleva aproxlmada- 
mente un mes. A contlnuaclôn se agrega medlo 5 (medlo 4 sln ami 
nopterina) y medlo 3 50 % (v/v) mantenléndose las células en
tas condlclones durante un mes mas aproxlmadamente, con camblo - 
de medlo cada cuatro dias.
El clonaje de los hlbrldomas se realiza por dlluclôn (290). Los
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clones positives (productores de antlcuerpos con capacidad de in 
hibir la adenilato ciclasa) se diluyen en medlo 3 de tal forma - 
que quede una célula por 100 yil de medlo. Seguldamente,se tran£ 
fleren las células a "multl-placas", ponlendo 100 ^ 1 por plaça y 
se mantlenen en las condlclones descrltas con camblo de medlo ca 
da cuatro dias.
Un esquema general del proceso de obtenclôn de antlcuerpos mono- 
clonales se represents en la figura 21.
XIX,3 DËTERMINACION DE ANTICUERPOS EN EL MED10 CONDICIONADO POR 
HIBRIDOMAS
Para determlnar la presencla de antlcuerpos en los medlos de cul 
tlvo de los hlbrldomas se procédé de la slgulente forma:
en cajas de cultlvo de 24 "multl-placas", se colocan filtres "ml 
lllpore" (HOWPO 1300) en cada una de ellas, seguldamente se slem 
bran 2 j x l  de antlgeno (1 j i g  de protelna^l en el centre del f 11- 
tro y se deja secar a 4®. Se lava cada flltro 30 minutos con 1 
ml de Trls-HCl 10 mM pH 7.2 conteniendo NaCl 0.9 % (p/v)(TBS).
A contlnuaclôn se agrega 1 ml de TBS conteniendo albûmlna sérlca 
bovlna 2 % (p/v) (TBS-BSA) y se mantlene en agltaclôn lento a 37 
® C durante 30 minutos, seguldamente se lavan los filtros con 1 
ml de TBS durante 1 minute y se agregan 0.5-1 ml de los medlos - 
condiclonados por hlbrldomas que se quleren ensayar, al mlsmo 
tlempo se destlnan diverses filtros como control en los que se - 
anade medlo condiclonada por hibrldoma obtenidos con animales no 
Inmunlzados y medlo condlclonado por mlelomas. Una vez agrega - 
dos los dlstlntos medlos a los filtros, se dejan con agltaclôn - 
lenta durante 12-14 horas a temperatura ambiente. Flnallzado e£ 
te tlempo, se lava con 1 ml de TBS durante 30 minutos con aglta­
clôn, ésta preparaclôn se replte clnco veces. Seguldamente se -
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Figura 21. Esquema general de obtenclôn de antlcuerpos mono- 
clonales.
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colocan 500 ^ *1/plaça de una dlluclôn 1:300 de antl-lnmunoglobuli 
na de raton, acoplada a peroxldasa (la soluciôn concentrada se - 
prépara resuspendlendo en 2 ml de TBS la muestra lloflllzada,ori 
glnarla de los laboratories EAPPEL) y se mantlene dos horas con 
agltaclôn a temperatura ambiente. Seguldamente se lava con 1 ml 
de Trls-HCl 10 mM pH 7 durante 10 minutos y se anaden 500 ^ 1/pla 
ca de la slgulente soluciôn; 0.5 ml de una soluciôn de 10 mg de 
0-dlanlzlna/ml en metanol, 0.5 ml de H^O^ 3 % (v/v), 20 ml de 
aguà destilada, mantenlendo las multlplacas con agltaclôn duran 
te 45-60 minutos.
La aparlclôn de una mancha oscura sobre el flltro, en el lugar - 
donde se apllcô Inlclalmente el antlgeno es Indicative de la pre 
sencia de antlcuerpos en el medlo condlclonado correspondiente.
XIX.4 DETERMINACIQN DE ANTICUERPOS ESPECIFIGOS PARA ADENILATO - 
CICLASA
La presencla de antlcuerpos especlflcos para la adenilato cicla­
sa se determlnô de la slgulente manera: la preparaclôn enzlmati^
ca (20 jil, I6jxg de proteina) correspondiente a la purlflcaclôn 
de la adenilato ciclasa hasta el paso de flltraciôn en gel (apar 
tado VII,2 de esta secclôn de "Materlales y Métodos") se prelncu 
ba con 20 jjI de cada une de los medlos de cultlvo durante 180 mi^  
nutos a 22® C. Seguldamente, en la mezcla se détermina la acti­
vidad adenilato ciclasa en presencla de Mn*^  ^ como se especlf Ica 
en el apartado V de esta secclôn de "Materlales y Métodos". De 
esta forma se selecclonaron los clones cuyos medlos produjeron - 
los mayores efectos Inhlbltorlos sobre la actividad enzimâtica.
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XX. PROCEDIMIENTOS ANALITICQS 
XX,1. DETERMINACION DE PROTEINAS
Se realiza por el metodo de Lowry et al (291): se toraa un volu - 
men de muestra entre 5-200 ^ 1 y se anade 0.1 ml de NaOH 2N. A - 
contlnuaclôn se anaden 2 ml de una mezcla compuesta por: NaCO^ - 
2 % (p/v) y tartrato sôdlco potâslco 1 % (p/v), CuSO^. 5HgO 0.5$ 
(p/v). En proporclôn 50:1 (v/v) se agita y se deja 15 minutos a 
temperatura ambiente. Flnalmente se agregan 115 ul de reactive 
Folln-Ciocalteau 1.47 N y después de 15 minutos se mlde la absor 
clôn de la mezcla de reacclôn a 700 nm. La recta patrôn de con- 
centraciones se calculé usando albûmlna sérlca bovlna crlstallna.
XX,2. DETERMINACION DE FOSFATO LIBRE
A un volumen de nuestra (2-40 nmoles de fosfato) se la lleva a 1 
ml con agua destilada. Seguldamente se agregan 0.5 ml de una 
mezcla formade, por Mollbdato de amonlo 3 % (p/v) y verde de mala 
quita (0.9 mg/ml) en HCl 6N en proporclôn 1:1 (v/v). Se agita y 
se deja a te 'peratura ambiente durante 30-60 minutos. Flnalmen­
te se mlde la absorciôn de la mezcla a 650 nm.
XX,3. DETERMINACIONES VARIAS
La caracterlzaclôn del sustrato y productos de las roezclas de in 
cubaclôn en los ensayos de la actividad de la adenilato ciclasa 
se hlzo por cromatografla en capa delgada (292) o cromatografla 
en papel (293).
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XXI. PRODUCTOS
- 1.6- dlamino hexano, ATP, GTP cAMP, Gpp(NH)p, NAD , NADH, alu­
mina neutre, citocromo c, malato deshidrogenaaa, catalasa, albû­
mlna sérlca bovlna, desoxirribonucleasa I, azul de dextrano,ôxl- 
do de deuterlo, fosfoenolpiruvato, veneno de serplente (King Co­
bra), adenosina y plruvato qulnasa de SIGNA CHEMICAL CO. (St.Lou 
is, Missouri, U.S.A.).
- Hldroxllapatlto (Bio Gel HTP), Bio Gel A5m, Resina AG 50 W-X4, 
Resina AG I-X4» acrllamlda, N, N'- metllenblsacrllamida, TEMED, 
SDS, gllclna y Bio Gel P 60 de BIO RAD (rlchmond, California, U . 
S.A.).
- Trasllol de BAYER (Leverkusen, R.F.Aleraanla).
- 0-nltrofenll-D-galactosldo de KOCH-LIGHT (Colbrook, Bucks, In- 
glaterra).
- toxlna del colera de SCHWARZ/MANN (Orangeburg, New York,U.S.A)
- lactato deshldrogenasa, creatina qulnasa y mloqulnasa de BOEH- 
RINGER (Mannheim, R.F.Alemanla).
- 3-isobutll-l-metilxantlna y 2'3'-Isopropllldenadenoslna de AL­
DRICH CHEMICAL CO. INC. (Milwaukee, Wisconsin, U.S.A.).
- colato de sodlo y azul de coomassie R 250 de FLUKA (Buchs,Sui­
za) .
- Fosfato Inorganlco marcado con ^^P de AMERSHAM INTERNATIONAL - 
LTD (Buckinghamshire, Inglaterra).
- [^h 1 cAMP y jj^c] NAD de NEW ENGLAND NUCLEAR (Boston, Massa - 
chussets,U.S.A.).
- DEAE-celulosa de 52 de WHATMAN (Kent, Inglaterra).
- protelnas de bajo peso molecular para recta de calibrado de pe 
SOS moleculares en electroforesos de SDS-pollacrllamlda, Azul-Se 
pharosa CL-GB y DEAE-Sephadex A-25 de PHARMACIA FINE CHEMICALS - 
(Uppsala, Suecla).
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- Boluciôn de Ampholine (rango pH 4-6) y Ultrogel AcA 34 de LKB 
(estocolmo, Suecia).
- suero de conejo anti-IgG de raton y suero de cobra anti-IgG de 
raton con peroxldasa conjugada de CAPPEL LAB. (Cochranville,U.S. 
A.).
- Bromuro de clanôgeno de PIERCE CHEMICAL 00. (Rockford,Illinois 
U.S.A.).
Todos los demâs productos utillzados que no aparecen especlfica- 
dos en este apartado son de grado reactive, de MERCK (Darmstadt, 
R.F.Alemanla) o de SIGMA CHEMICAL CO. (St. Louis, Missouri,U.S.- 
A. ).
XXII. INSTRUMENTACION
- Ultracentrlfuga BECKMAN modelo L5-50 (California, U.S.A.).
- Fuente de tension para electroforesls y electroenfoque LKB mo­
delo 2103 (Estocolmo, Suecia).
- Espectrofotômetro GILFORD 260 (Oberlin, Ohio, U.S.A.).
- Bano de agua termostâtico con flujo circulante para refrlgera- 
clôn de electroforeses y electroenfoque LKB 2209 Multl Cool (Es­
tocolmo , Suecis).
- Bomba peristâltica LKB 2120 (Estocolmo, Suecia).
- Colector de fracclones, LKB 2070 Ultra Rac II (Estocolmo, Sue­
cia).
- columna electroenfoque 110 ml, LKB 8100 (Estocolmo, Suecia).
- pH-metro Radiometer 26 (Copenhague, Dinamarca)
- Espectrofotômetro Coleman, Junior II modelo 6/20 (Maywood,1111
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noig, U.S.A.).
- Incubador con agltaclôn para cultives, New Brunswick Sci. Co. 
Inc. modelo R 25 (New Jersey, U.S.A.).
- Banos con agltaclôn, modelo G76, New Brunswick Sci. Go. Inc. - 
(New Jersey, U.S.A.).
- Evaporador rotatorio, RE 120, Büchi (Suiza).
- Llofilizador, FTS Systems Inc. de 14 1. (New York, U.S.A.).
- centrlfuga clinlca o de baja velocidad, Sorvall GLO-4 (Conneti. 
eut, U.S.A.).
- Incubador de cultive. Forma Scientific, modelo 3185 (Ohio, U.­
S.A.),
- contador de centelleo, Beckman LS 8100 (California, U.S.A.).
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RESULTADOS Y
DISCUSION
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I. SOLUBILIZACION DE LA ADENILATO CICLASA DE NEUROSPORA CRASSA
Como ya fué comentado en la Introduccion (apartado XVI,2) Flawia 
y Torres, describieron en una serie de publicaciones,la existen- 
cia de una actividad de adenilato ciclasa asociada a membrane en 
la mutante "slime" de Neurospora crassa. Esta enzima es depen - 
dlente de Mn^^ para expresar su actividad, e insensible al fluor 
uro, la toxlna del colera y los nucleôtidos de guanoslna.
Taies propledades fueron posteriormente demostradas en adenilato
clclasas de eucarlotes Inferlores como Mucor rouxll (234)» Blas-
tocladiella emersonli (224), Saccharomyces cerevlslae (19) y Tri
panosoma cruzl (246) y ademâs, en la fracclon citoplasraâtlca de
células germinales de testicule de rata (28)(29). En bacterlas
y organismes eucarlotes inferlores, taies como Phy corny ces y Te^  -
trahymena, la adenilato ciclasa puede expresar su actividad en - 
-f 2
presencla de Mg , sin embargo, al igual que en los organismes - 
antes menclonados, la enzima es insensible al fluorure, la toxi- 
na del colera y los nucleôtidos de guanoslna.
'49'
existe una disfuncionalldad en el componente regulader (N) de la 
adenilato ciclasa, el componente catalitlco tlene una marcada dje 
pendencia del Mn^^ para expresar su actividad catalltlca y, al - 
Igual que en los organismes menclonados, la enzima es Insensible 
al fluorure, la toxlna del côlera y los nucleôtidos de guanoslna 
(apartado VIII,1 Introducciôn).
Establecer las poslbles relaclones exlstentes, tanto moleculares 
como funclonales, entre la adenilato ciclasa de eucarlotes Infe­
rlores y el componente catalitlco (G) de la enzima de eucarlotes 
superiores, fué une de los objetlvos que motivô el présente es tu 
dlo.
En los prlmeros trabajos sobre la adenilato ciclasa de N. crassa 
Flawlâ y Terres, utlllzaron la cepa "sllme", debldo a que, al ca 
recer de pared celular, las células pueden romprerse con mayor - 
facllldad, obtenléndose de esta forma, membranas plasmâtlcas con
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alto grado de pureza y buen rendimiento.
Las cepas miceliales de N. crassa, poseen tambiên una actividad 
de adenilato ciclasa, sin embargo, las caracteristicas de esta - 
actividad enzimatica no han sido estudiadas en detalle. Se cono 
cen, fundamentalmente, dos propiedades:
1. La actividad enzimâtica es dependiente de Mn^^
2. Esta actividad esta ausente en las cepas del fenotlpo"crisp" 
portadoras de la mutaciôn cr-1 (apartado XVI,4 Introducciôn)
Expérimentes preliminares mostraron que cierta preparaclôn de la 
actividad de la adenilato ciclasa de un homogeneizado de la cepa 
salvaje de N. crassa (StL 74)* permanecla en el sobrenadante de^ 
pues de centrlfugaciôn a 105000 xg, durante 60 minutos. Este he 
cho podria indicar la existencia de una forma soluble de adeni­
lato ciclasa en N. crassa. La importancia de esta observaciôn,- 
desde un punto de vista operative, reside en que los sisteraas 
adenilato ciclasa, sensibles a hormona en eucarlotes superiores, 
estân fuertemente aaociados a membrana, y su solubillzaclôn y ca 
racterizaciôn requieren el empleo de detergentes, mlentras que - 
en N. crassa, séria factlble encarar estes estudios sln el use - 
de los mismos.
El primer enfoque experimental, estuvo destlnado a establecer f£ 
hacientemehte, la existencia de una forma soluble de adenilato - 
ciclasa en N. crassa. Para elle, se realizô el fracclonamlento 
de un homogeneizado de micelle de la cepa StL 74, medlante cen - 
trifugaciôn diferenclal. El micelio fué homogeneizado, segûn se 
describe en "Materlales y Métodos". El extracto se centrifugé a 
1100 X g durante 10 minutos y el sobrenadante obtenido fué some- 
tldo a centrlfugaciôn a 12000 xg durante 10 minutos. El sobrena 
dante fué centrifugado, flnalmente, a 105000 x g durante 120 mi­
nutes. Los resultados de esta experimento se muestran en la Ta­
bla VI.
De los datos incluidos en la Tabla VI, puede conclulrse lo si 
guiente:
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ACTIVIDAD DE ADENILATO CICLASA
VOLUMEN PROTEINA TOTAL ESPECIFICA
FRACCION (ml) (mg) (pmoleg/mln)(pmoles/min/mgProt)
Homogenato 35 507 3907 7.7
1.100xg(sedimen 
to ) 15 20 1140 5.7
12.000xg(sedi - 
mento) 28 356 12.7
105.000xg(se- 
dlmento) 10 91 2060 22.7
105.OOOxg sobre 
nadante 23 163 1403 8.6
TABLA VI
Distribuciôn de la actividad de adenilato ciclasa después de una 
centrlfugaciôn diferenclal de un micelio de la cepa StL 74- Los 
sedlmentos de cada centrlfugaciôn fueron homogenelzados en Tara - 
pôn A .
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1. La fracclon con mayor actividad (total y especifica) corre£ 
ponde al sedimento de 105000 x g (microsomaa y membranas 
plasmaticas). Sin embargo, se encuentra una cantidad consi 
derable de enzima en el sedimento de 1100 x g. Esta frac - 
clôn corresponde a nûcleos, células no rotas y pared celu - 
lar. La presencla de actividad en esta fracciôn, podria de 
berse a una ruptura incomplets del micelio o a la adheslôn 
a la pared celular de fragmentes de membrana plasmâtlca.
2. Un 40 % de la actividad de la adenilato ciclasa, présenta - 
en el sobrenadante de 12000 x g, permanece en la fracciôn - 
soluble, después de la centrlfugaciôn a 105000xg,durante - 
120 minutos.
Con el fin de determiner si la existencia de una forma soluble - 
de adenilato ciclasa era una propiedad exclusive de la cepa sal­
vaje StL 74 de N. crassa, o si era una caracterlstica comun con 
otras cepas, se reallzaron centrlfugaclones dlferenciales de ml- 
celios de las cepas salvejes FGSC 927, 2218, ,757 y 681.
Los porcentajes de la actividad enzimatica, encontrada en el so­
brenadante después de centrlfugaciôn a 105000 x g, respecte de - 
la presents en el sobrenadante de la centrlfugaciôn a 12000 x g 
por cada cepa, se encuentran en la Tabla VII.
En todas las cepas la enzima se raantuvo en la fracciôn soluble, 
después de una nueva centrlfugaciôn a 105000 x g durante 180 mi­
nutos .
La presencla de una forma soluble de adenilato ciclasa en Neuros 
pora crassa, puede ser interpretada de dlferentes formas. Una - 
de ellas, es suponer que las formas sedimentable y soluble repre 
senten dos enzlmas dlferentes codificadas por dlstlntos genes. 
Esta poslbilidad quedaria descaratada por la slgulente evldencia; 
la actividad de adenilato ciclasa en la cepa FGSC 48S es despre- 
clable, tanto en las fracclones del sedimento, como del sobrena­
dante de una centrlfugaciôn a 105000 x g. Esta cepa es portado-
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ADENILATO CICLASA 
CEPA % DE ACTIVIDAD EN EL S 105
StL 74 32.0
FGSC 984 26.5
FGSC 2218 20.2
FGSC 1757 23.7
FGSC 691 24.8
TABLA VII
Porcentaje de la actividad de adenilato ciclasa que permanece en 
un sobrenadante de 105000 x g respecte de la presents en un so - 
brenadante de 12000 x g en distintas cepas miceliales de N. cra­
ssa . Las condlclones del fracclonamlento fueron descrltas en 
el texte y en "Materlales y Métodos".
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ra de la mutaciôn cr-1, y présenta fenotlpo "crlsp", en ella los 
nlveles miceliales de cAMP son diez veces mas bajos que los de - 
las cepas que llevan el gen cr-1 salvaje.
Al estar ambas actlvidades, soluble y sedimentable, afectadas 
por la presencla de una mutaciôn en un unico locus (cr-1), se 
puede concluir que son dos formas de la misma raolécula enzimâti­
ca con diferente locallzaciôn celular.
Existe pues la poslbilidad de que la adenilato ciclasa de Neuros 
pora crassa sea una proteina de las denominadas periféricas de - 
membrana, esto es, que estuviera débilmente unida a la membrana. 
y que parte de la actividad enzimâtica se liberara al sobrenadan 
te durante los procesos de homogeneizaciôn y centrlfugaciôn dlfe 
ren.clal. De ser asl, la actividad enzimâtica deberia ser extra^ 
da en mayor proporclôn, en forma soluble, con soluciones sallnas 
de alta fuerza iônica.
Flnalmente, otra poslbilidad a tener en consideraclôn, es que la 
forma soluble de la adenilato ciclasa podria ser consecuencla de 
un proceso de proteôlisis de la forma unida a membrana.
Estas dos posibilidades, fueron consideradas en el experimento - 
que resume la Tabla VIII. De el se puede deduclr que la propor­
clôn de la actividad adenilato ciclasa en la fracciôn soluble, - 
después de centrlfugaciôn a 105000 x g, es mayor al aumentar la 
fuerza iônica del tampon de homogeneizaciôn, lo cual permlte su­
poner que la adenilato ciclasa de N. crassa es una enzima débil­
mente asociada a membrana. Por otra parte, al no variar el por­
centaje de la actividad enzimâtica en el sobrenadante de la cen- 
trifugaciôn à 105000 x g en presencla de inhibidores de la acti­
vidad proteolitlca, descartarla la Implicaciôn de dlcha actlvl - 
dad en el proceso de solubillzaclôn de la enzima.
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ADICIONES AL ACTIVIDAD DE ADENILATO CICLASA
TAMPON DE HO TOTAL ESPECIFICA
MOGENEIZACION FRACCIONES (pmol/mln){pmol/mln/mg protein
Extracto 180
SedimentolOOOOxg 52 18
NINGUNA Sedimento105000xg 80 50
Sobrenadantel05000
xg 62 16.
Extracto 160 _
SedimentolOOOOxg 38 16
NaCl 0.5 M Sedimentol05000xg 33 23
Sobrenadantel05000
xg 90 21
Extracto 151 -
NaCl 0.5 M SedimentolOOOOxg 35 15
PMSF 5 mM Sedimentol05000xg 30 23
Sobrenadantel05000
xg 90 22
Extracto 148
NaCl 0.5 M SedimentolOOOOxg 36 13
TrasllollOOOu/ml Sedimentol05000xg 28 23
Sobrenadantel05000
xg 88 21
TABLA VIII
Distrlbucion de la actividad de adenilato ciclasa en fracclones 
de dlferentes centrlfugaclones diferenciales de extractos mice - 
llales de N.crassa StL^ 74.
El micelio llofillzado(50rag) se homogenelzô en 2ml de tampon A,- 
conteniendo o no NaCl 0.5M,PMSF 5mM o trasllol 1000U/ml. Los ex 
tractos fueron centrifugados a 1OOOxg durante 10 minutos y los - 
sobrenadante8 obtenidos fueron centrlfugados a 105000xg durante 
10 minutos. Las fracclones obtenldas de esta forma se resuspen- 
dleron en el tampon de homogeneizaciôn.
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II. PURIFICACION DE LA ADENILATO CICLASA DE NEUROSPORA CHASSA
Se partie de la cepa salvaje StL 74 de N. crassa, empleando como 
medlo de homogeneizaciôn tampôn A, conteniendo NaCl 0.5 % M, de­
bldo a que el rendimiento de la actividad enzimâtica obtenlda en 
la fracciôn soluble después de centrlfugaciôn a 105000 x g es ma 
yor, tal como se especlficô en el apartado anterior. Un esquema 
general del proceso de purlflcaclôn se muestra en la figura 22.
11,1 CROMATOGRAFIA EN HEXILAMINO-SEPHAROSA
El primer paso de purlflcaclôn consistiô en cromatografiar un so 
brenadante de 105000 x g (S^q^) en una columna de Hexiolamlno-Se 
pharosa. La figura 23 muestra el perfil de eluciôn de la colum 
na. Un 50 % de la proteina, aproxlmadamente, eluye con el lava 
do, la adenilato ciclasa eluye en un pico estrecho a una concen- 
traciôn de NaCl de 0.5 M, con una actividad especiflca de 136 
pmol/mln/mg de proteina. Este valor es aproxlmadamente 10 veces 
mayor que el correspondiente al S^^^.
11,2 FILTRACION EN BIO-GEL A 5 m
La adenilato ciclasa obtenlda de la cromatografla en hexllamlno- 
sepharosa, una vez dializada, se intentô precipltar con sulfato 
de amonio, sulfato de vinblastina, CaCl^, acetona etc, en todos 
los casos la pérdida de actividad era del orden del 80 $. De 
ahl que se empleara como método de concentraclôn de la muestra - 
la ultrafiltraciôn en membranas de Amicôn PM 30, este slstema re 
sultô mucho raenos drâstico y permitiô llevar la preparaclôn enzl
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mâtica a un voluraen de 7 ml, el cual résulté ôptimo para la apli 
caciôn sobre la columna de Bio-Gel A 5m. Si la concentraclôn se 
llevaba a un raenor volumen, se producla una visible précipita - 
ciôn de proteina, con la consiguiente pérdida de actividad de 
adenilato ciclasa. El perfil de eluciôn de la columna se mues - 
tra en la figura 24-, la actividad de adenilato ciclasa eluye cc- 
rao un unico pico.
11,3 CROMATOGRAFIA EN AZUL-SEPHAROSA
La= iondiciones para la absorciôn de la adenilato ciclasa a la - 
3 3;.- sepharosa, variaron de una preparaclôn a otra, de aqux que 
er cade caso hubo de ensayarse taies condlclones. Aunque la ab­
sorciôn de la enzima a la résina aumentaba a valores de pH por - 
del?': e  ^ (Pipes 50 mM pr 6.5) la recuperaciôn de la actividad 
3';  ^ después de ?.a cromatografla en estas condi lore?,dis
. a sustancialœente.
perfil de eluciôn de le columna se muestra en le. figura 15,1a 
-ever canmxdad de proteina eluyô con el lavado, arrastrand.c una 
cequena cantidad de adenila:o ciclasa, la mayor proporclôn de la 
2Dzima eluyô de la colu^-na en un pico ancho a una concentraclôn 
de NaCl en re 0.2 y 0.6 II.
C' c ;c rase alternarivc de purificaciôn se realize una recroma-
regr - . col - - s x c . sepharosa, la actl .iad de ade - at -
1 - sa . ..v.yc a ur , .on: • ; i.clôr le NaCl, ;m..ar a la ' 3 1:
-rlmerc c r c t e  :ra:: l a .
lA. : -s "cl: -'ENTE Ai ICI A .AS N'IMl'VA
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Figura 24-. Cromatografla en columna de Bio-Gel A5m de una - 
preparaclôn hexilamino-sepharoaa de N. crassa.
Se aplicaron 7 ml (25 mg de proteina/ml) a una columna con - 
un lecho de résina de 2.5x87 cm, equilibrada con tampon A , - 
conteniendo 2-mercaptoetanol ImM. La eluciôn se realiza con 
el misrao tampôn de equilibrado a un flujo de 2.5 ml/min, re- 
cogiéndose fracclones de 7 ml.
(# } actividad de adenilato ciclasa 
(o ) Proteina
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Figura 25- Cromatografla en columna de azul-sepharosa de 
una preparaciôn de Dic-Gel de N. crasaa»
Se aplicaron 15 ml (1 mg de proteina/ml) a una columna 
con un lecho de résina de 0.9x15 cm, equilibrada con tam­
pon A, conteniendo 2-inercaptoetanol 1 mM, se lavô con 30 
ml del tampon de equilibrado y se aplicô un gradients li­
neal formado por tampon de equilibrado y tampon de equili 
brado conteniendo NaCl 0.8 M. El volumen total del gra - 
diente es de 120 ml, el flujo de elucion es de 1.5 ml/min 
y se recogen fracciones de 5 ml.
( • ) actividad de adenilato ciclasa 
(o ) Protelna
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11,4 ELEGTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL DE POLIAGRILAMIDA
Gomo un paso alternative de purificacién, se efectuô una electro 
forests preparative en gel de poliacrilamida de la preparaciôn - 
Azul-Sepharosa I, el perfil de elucion se muestra en la figura - 
26. El principal inconvénients de este método de purificaclôn, 
consiste en la inactivaciôn de la enzlma a lo largo del proceso. 
Esto lleva a obtener una recuperaciôn del orden del 0.05 % de la 
actividad inicial en el 8^^^'
Este método alternativo tiene tan solo valor, desde un punto de 
vista cualitativo.
11,5 DISCUSION
El principal problema que surge en la purificaciôn de la adenila 
to ciclasa de N. crassa, es la inactivaciôn graduai de la enzima 
lo que se hace bien patente después de la filtraciôn en Bio-Gel. 
La pérdida de actividad enzimâtica no se logrô paliar ni con el 
agregado de glicerol (hasta un 15 % v/v), ni por un aumento en - 
la concentraciôn de 2-mercaptoetanol en los tampones empleados - 
en los distintos pasos de purificaciôn.
La recuperaciôn de la actividad enzimatica, después de la segun- 
da cromatografla en azul-sepharosa fué del 2-3 % (Tabla IX). En 
la figura 27 se muestra un gel analltico en SDS-poliacrilamida - 
de las diferentes préparaclones de la adenilato ciclasa obteni - 
das a lo largo del proceso de purificaciôn.
En la figura 28, se muestra un gel analltico en SDS-poliacrilami^ 
da, tenido con AgNO^, correspondiente a la fracciôn obtenida de^ 
pués de la segunda cromatografla en azul-sepharosa. Puede apre- 
ciarse la presencia de una sola banda correspondiente a un peso 
molecular de 65000 D, Si bien, la purificaciôn alcanzada, segun
ADENILATO GIGLASAS DEBILMENTE ASOCIADAS A MEMBRANA
GAPITULO III PAGINA 161 RESÜLTADOS Y DISCUSION
E 20
(_>
75 100
Volumen de elucidn (ml)
150
Figura 26. Electroforesie preparativa en gel de poliacri 
lamida de una preparaciôn azul-sepharosa de - 
N. crassa.
El gel inferior es del 5 $ de acrilamida, ’con una longi - 
tud de 4- cm. El gel superior es del 3-5 % de acrilamida,- 
con una longitud de 1 cm. Se siembra 1 ml de muestra(0.5 
mg de protelna) y se aplicô una intensidad de corriente - 
de 10 mA durante 5-6 horas, la eluciôn se realiza con tam 
pôn Tris-HGl 0.37 M pH 8.4» conteniendo glicerol 5 % { v / v j  
el flujo de eluciôn es de 15 ml/h, y se recogen fraccio - 
nés de 2 ml.
(# ) actividad de adenilato ciclasa 
(O ) Protelna
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FRACCION
PROTEINA
(mg)
ACTIVIDAD
TOTAL
(pmol/min)
DE ADENILATO CICLASA 
ESPECIFICA 
(pmol/min/mgprot)
RECUPE
RACION
%
^105
3000 43000 n 100
Hexilamino-
Sepharosa 220 30000 136 70
Bio-Gel 20 12000 600 30
Azul-Sepharosa I 0.5 2700 5400 6
Azul-Sepharosa II <0.1 1200 12000 3
TABLA IX
Purificaciôn de la adenilato ciclasa de Neurospora crassa.
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PHb '
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STI .
1 2 3 4 5
Figura 27. Electrofcréais analltica en gel de SDS-polia­
crilamida (10 % p/v) de alicuotas de los dife 
rentes pasos de purificaciôn de la adenilato ciclasa de - 
N. crassa.
1. Protelnas marcadoras; pH b, fosforilasa b; BSA, seroal 
bûmina bovina; OVA, ovoalbûmina; CA, anhidrasa carbônica; 
STI, inhibidor de trlpsina de soja.2 . S , ( 1 0 0 / t g  de pro­
telna) . 3. Hexilamino-sepharosa (1OOyVg de protelna).
4. Bio-Gel (50/4 g de protelna). 5. Azul-Sepharosa I 
(25/tg de protelna).
El gel fué tenido con Azul de Coomassie R250.
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Figura 28. Electroforeals en gel de SDS-poliacrilamida (10 
% p/v).
1. Preparaciôn azul-sepharosa II ( 2 / i g  de protelna)
2. Protelnas marcadoras, abreviaturas iguales a las de la 
figura 27. El gel fué tenido con AgNO^
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los datos expérimentales es del orden de las 850 veces (TablaIX) 
si se asume que se recupero la enzima cuantitativaxente, aunque 
parcialmente inactivada, la purificaciôn alcanzada podrla ser 
del orden de las 10000 veces. La cantidad de protelnas obtenida 
en este ultimo paso de purificaciôn fué del orden de los 100 <<g, 
lo que represents un 0.003 % de la protelna del extracto inicial
( S 1 0 5 ) .
Cuando se reallzô, como paso final alternativo de purificaciôn, 
en lugar de la azul-sepharosa II, la electroforesis preparativa 
en gel de poliacrilamida, la recuperaciôn de la actividad enzima 
tica fué mucho manor que en el caso anterior. La electroforesis 
analltica en gel de SDS-poliacrilamida de las fracciones combina 
das donde se detectô actividad de adenilato ciclasa, revelô la - 
presencia, nuevamente, de una ûnica banda, con un peso molecular 
correspondiente a 65000 D., confirmando la posibilidad de que di 
cho polipéptido estuviese asociado con la actividad de adenilato 
ciclasa. Aunque la tinciôn con Ag NO^ es del orden de 100 ve - 
ces mas sensible que la tinciôn con azul coomassie (285), puede 
llegarse a auponer que la bande de peso molecular 65000 D. obser 
vada en los geles tenidos con Ag NO^, pudiera representar un con 
taminante presents en mayor concentraciôn, tanto en la prépara - 
ciôn de la azul-sepharosa II, como en la de la electroforesis 
preparativa, siendo la banda correspondiente a la adenilato ci - 
clasa una banda minoritaria casi no observable en dichos geles. 
Con el fin de descartar o confirmer esta posibilidad se realiza- 
ron dos experimentos:
1. En primer lugar,se caracterizaron los productos de la reac - 
ciôn de adenilato ciclasa catalizada por la preparaciôn azul 
sepharosa II por cromatografla en papel. El cAMP fué la uni. 
ca sustancia radiactiva producida, tanto en presencia como - 
en ausencia de sistema régénérants de AT? o de cAMP y 3-iso- 
butil-1-metilxantina en la mezcla de reacciôn. Ademas la 
cantidad maxima de cAMP producido por esta preparaciôn enzi­
mâtica, no se viô modiflcada por la omisiôn del sistema rege
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nerante de ATP, cAMP o inhibidores de la fosfodiesterasa en 
la mezcla de reacciôn.
Estes resultados indicarian que la preparaciôn azul-sepharo­
sa II carece de otras actividades enziraâticas distintas de - 
la adenilato ciclasa, capaces de usar el ATP como sustrato - 
(por ejemplo, la ATPasa) asl como de fosfodiesterasa de cAMP.
2. En segundo lugar, se reallzô un ensayo de localizaciôn de la 
actividad de adenilato ciclasa en los geles de SDS-poliacri­
lamida en condiciones renaturalizantes, tal como se especifi 
ca en el apartado X,2 de ”Materiales y Métodos". En cinco - 
experimentos distintos, partiendo de preparaciones de la en­
zima, correspondientes al Bio-Gel o a la azul-sepharosa I,so 
lo se detectô actividad de adenilato ciclasa en la zona del 
gel correspondiente a un peso molecular de 65000 D. aproxima 
daraente (Figura 29).
Las evidencias presentadas, permitirlan concluir que la banda de 
65000 D., observada en los geles de SDS-poliacrilamida de la pre 
paraciôn de adenilato ciclasa, purificada por cualquiera de los 
dos pasos finales alternatives empleados, estaria asociada con - 
dicha actividad enzimâtica.
En definitive, se puede contar de esta forma con un método râpi-* 
do y simple de purificaciôn de la adenilato ciclasa de N. crassa. 
A pesar de que la adenilato ciclasa desempena un importante pa - 
pel en la regulaciôn del métabolisme, desde su descubrimiento 
por Sutherland, se ha avanzado muy poco en lo que se refiere a - 
su purificaciôn. Esta sltuaciôn se debe a varias razones:
1. En casi todos los tejidos, la adenilato ciclasa es una enzi­
ma de raembrana y su purificaciôn requiers que los procedi 
mientos de fraccionamiento se lleven a cabo en presencia de 
detergentes.
2. La enzima, probablemente, constituye menos de un 0.005 % de 
la protelna total de la membrana.
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Figura 29. Electroforesis en gel de SDS-poiiacrilamida 10 
% (p/v) de una preparaciôn de Bio-Gel, corre - 
laccionado con la curva de calibracion de pesos molecula - 
res de dicho gel y con la posicion donde se localize la 
seccion del misrao, con actividad de adenilato ciclasa, se­
gun se especifica en el apartado X,2 de "Materiales y Méto 
dos".
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3. La actividad enzimatica es extremadamente labil.
La primera de estas dificultades no existe en el caso de la enz^ 
ma de Neurospora, ya que puede obtenerse en forma soluble sin el 
uso de detergentes.
Con respecto al ultimo inconvénients, se ha conseguido paliar,en 
parte, realizando todas las etapas de purificaciôn en forma se - 
cuencial, empleando no mas de cinco dlas en todo el proceso.
Existen algunos trabajos en la literature cientifica que descri- 
ben métodos de purificaciôn parcial de la adenilato clclasa(294) 
pero en pocos casos se ha mostrado evidencia de haberse efectua- 
do la purificaciôn a homogeneidad de la enzima, en este ultimo - 
aspecto dos trabajos merecen destacarse. En primer lugar, Takai 
et al (210) purificaron hasta aparente homogeneidad la adenilato 
ciclasa de Brevibacterium liquefaciens, siguiendo procedimientos 
convencionales como precipitaciôn âcida, precipitaciôn con sulfa 
to de amonio y cromatografias en columnas de hidroxilapatito, 
DEAE-Sephadex y Sephadex G-200, los autores lograron purificar - 
la enzima 4500 veces, con un rendimiento del 10 %. La enzima pu 
rificada fué cristalizada y présenté un peso molecular de 92000 
D., estando constituida por dos polipéptidos idénticos de 46000 
D. También se determinaron la composiciôn de aminoâcidos, corn - 
probando la presencia de un alto porcentaje de aminoâcidos âci - 
dos e hidrofôbicos y la ausencia total de cisteina.
En segundo lugar, Kornblihtt ^  (29), llevaron a cabo la puri
ficaciôn de la adenilato ciclasa soluble de testiculo de rata,m£ 
diante cromatografla en DEAE celulosa, filtraciôn en gel y elec- 
troenfoque. La enzima purificada résulté estar constituida por 
una sola cadena polipeptldica de 70000 D. aproximadaraente.
Es interesante destacar, que la actividad especifica de la enzi­
ma pura de B. liquefaciens (30 nmol/min/mg de protelna) y de te^ 
ticulo de rata (12 nmol/min/mg de protelna) son del mismo orden 
de magnitud que el que présenta la enzima purificada de N . cras- 
sa (12 nmol/min/mg de protelna).
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Otra cuestion Importante a tener en cuenta es que hasta la fecha 
las unicas adenilato ciclasas que han podido purificarse a homo­
geneidad, tienen en comun su insensibilidad al fluoruro, la toxi 
na del colera y  los nucleotidos de guanosina.
En lo que respecta a las adenilato ciclasas de eucariotes supe - 
riores, sensibles a estos compuestos, solo existe un trabajo en 
la literatura que proclama haber purificado una actividad de ad£ 
nilato ciclasa (la de cerebro bovino) a homogeneidad (295). Los 
autores Stellwagen y Baker, utilizaron cromatografla de afinidad 
en azul-sepharosa, seguida de una cromatografla en DEAE-celulosa 
consiguiendo una purificaciôn de 250 veces con un rendimiento 
del 20 $. Estos resultados parecen poco convincentes si se tie­
ne en cuenta lo siguiente:
1. Con posterioridad al trabajo de Stellwagen, el grupo de Ha - 
ber (296), présenté evidencias indicando que la résina azul- 
dextrano-sepharosa no es capaz de unir a la adenilato cicla­
sa de corazôn canino, solubilizada con detergentes.
2. Parece poco probable que con una purificaciôn de sôlo 250 ve 
ces, se obtenga una adenilato ciclasa en estado homogéneo, - 
sobre todo, teniendo en cuenta que, en la mayorla de los te­
jidos analizados, la adenilato ciclasa constituye una propor 
ciôn extremadamente baja de la protelna total de la célula.
3. En el segundo paso de purificaciôn del trabajo de Stellwagen 
y Baker, la enzima eluye de una columna de DEAE-celulosa 
equilibrada a pH 8 a una concentraciôn de Na Cl de 0.9 M. Es 
te hecho parece bastante inusual, si se tiene en cuenta que 
las adenilato ciclasas de testlculo (29), corazôn canino(296) 
hlgado de rata (297). Fasciola hepâtica (298) y Brevibacte­
rium liquefaciens (210), eluyen de columnas de DEAE-celulosa 
equilibradas a pH neutro o ligeramente alcaline, a concentra 
ciones de 0.2 y 0.3 M.
4. Finalmente, Neer (33), déterminé mediante gradientes de saca 
rosa y filtraciones en geles de preparaciones no purificadas
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un peso molecular de 220000 D, para la adenilato ciclasa de 
cerebro bovino (valor que coincide con los determinados para 
las adenilato ciclasas de membrana de otros tejidos).
Sin embargo, Stellwagen y  Baker, encuentran que la adenilato ci­
clasa "pura" del mismo organo, presents una unica banda polipep­
tldica en geles de SDS-poliacrilamida, correspondiente a un peso 
molecular de 16000 D.
De acuerdo con este ultimo dato, la molecula nativa deberla es - 
tar formada por la union de no menos de 13 polipéptidos idénti - 
cos, de peso molecular 16000 D., lo que parece algo ciertaraente 
improbable.
Por otra parte. Homey et ^  (296), demostraron que la adenilato 
ciclasa de corazon canino se absorbla especlficamente a una resi 
na de ATP-sepharosa, después de haber resuelto esta actividad de 
otras protelnas hidrofobicas, mediante cromatografla en dodecil- 
sepharosa. Los autores obtuvieron una purificaciôn de la enzima 
de unas 500 veces, sin embargo, no se llegô a obtenerla en esta­
do homogéneo. La actividad especifica fué de 98 nmoles/min/mg - 
de protelna y el rendimiento oscilô entre el 1 y  e l  i  %.
La purificaciôn de la adenilato ciclasa de N. crassa, no solo - 
permits avanzar en el conocimiento a nivel molecular de esta en­
zima, sino que permits afrontar la obtenciôn de anticuerpos espe 
clficos.
III. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA ADENILATO CICLASA PE N, 
CRASSA
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111,1. ELECTROENFOQUE EN GRADIENTS DESACAROSA
Con el fin de determinar el punto isolectrico de la adenilato cl. 
clasa de N. crassa, una allcuota de una preparaciôn de hexilami­
no-sepharosa fué sometida a un electroenfoque en gradiente de sa 
carosa con un rango de pH de 4 a 6 unidades. En la figura 30 se 
muestra el resultado de dicho experimento. Pudo detectarse la - 
presencia de un ûnico pico simétrico de actividad de adenilato - 
ciclasa a un pH de 4*6.
111,2. FILTRACION EN GEL (BIO-GEL A 5 m)
La figura 31 muestra el perfil de deducciôn de una preparaciôn - 
de hexilamino-sepharosa, cromatografiada en una columna anallti­
ca de Bio-Gel A 5M. Las fléchas indican la posiciôn de los pi - 
COS de las protelnas marcadoras. La actividad adenilato cicla­
sa eluye como un ûnico pico que precede al de la^galactosldasa, 
con una de 1.63, correspondiente a un radio de Stokes de 7.3
111,3. ULTRACENTRIFUGACIONES EN GRADIENTES DE SACAROSA
Con el objeto de conocer el coeficiente de sedimentaciôn (S^q 
y el volumen especlfico parcial (v) de la enzima se realizaron - 
centrifugaciones en gradientes de sacarosa hechos en H^O y D^O. 
Los resultados se muestran en la figura 32, en la curva de cali- 
braciôn inserta en dicha figura se graficô la distancia recorri­
da por cada protelna marcadora desde el borde superior del gra - 
diente hasta la posiciôn alcanzada, al finalizar la centrifuge -
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Figura 30. Electroenfoque en gradiente de sacarosa en rango 
de pH 4-6 de una preparaciôn Bio-Gel de N. era -
ssa.
Se realize en una columna de 110 ml de capacidad tal como se 
especifica en el apartado VIII,1 de "Materiales y  Métodos". 
Se sembrô en el centro del gradiente 1 ml de muestra (4-5 mg 
de protelna). Se aplicô una intensidad de corriente de 7 mA 
y  un voltaje de 700 V, durante 48 h.
( o ) actividad de adenilato ciclasa 
( • ) Protelna 
(o ) valor de pH
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Figura 31• Filtraciôn en columna de Bio-Gel A 5 m de una 
preparaciôn de hexilamino-sepharosa de N. cra-
(• ) actividad de adenilato ciclasa. (o ) Protelna.
Las fléchas indican la posiciôn de eluciôn de una suspen - 
siôn de bacterias (B) o de las protelnas marcadoras gala£ 
tosidasa (G)îcatalasa(C); lactato deshidrogenasa (L); mala 
to deshidrogenasa (M) y citocromo c (Cc). El grafico in - 
serto muestra la relaciôn entre los radios de Stokes y los 
K ,para la actividad de adenilato ciclasa (o ) y para las 
protelnas marcadoras ( • ). La K , esta definida por el co- 
ciente entre los volumenes de eluciôn de la adenilato ci - 
clasa o las protelnas marcadoras y el volumen de eluciôn - 
de la suspensiôn de bacterias (volumen de exclusiôn de la 
columna).
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Figura 32. Centrifugaciones en gradientes de sacarosa de - 
una preparaciôn hexilamino-sepharosa de N. cra­
ssa .
Los gradientes se realizaron en agua u ôxido de deuterio. - 
Las fléchas Indican la posiciôn de las protelnas marcadoras: 
citocromo c (Cc), malato deshidrogenasa (M) y lactato desh^ 
drogenasa (L). En el grafico Insertado se encuentra la re­
laciôn entre los coeficientes de sedimentaciôn (S) y la po­
siciôn en los gradientes de la adenilato ciclasa (o ) y las 
protelnas marcadoras (• ). Las condiciones expérimentales 
son descritas en "Materiales y Métodos".
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ciôn (r), en funciôn del coeficiente de sedimentaciôn (S). Las - 
constantes de sedimentaciôn para la adenilato ciclasa fueron las 
mismas en ambos gradientes, presentado un valor de 6.25 S. Este 
hecho indica que la adenilato ciclasa y las protelnas marcadoras 
tienen, esencialmente, el mismo volumen especlfico parcial, 0.74 
ml/g, que es caracterlstico de las protelnas globulares solubles.
Conociendo los valores del radio de Stokes, el coeficiente de se 
dimentaciôn y el volumen especlfico parcial de la enzima, es fa£ 
tlble estimar su peso molecular utilizando la fôrmula planteada 
en el apartado IX,3 de "Materiales y Métodos". El valor calcula 
do es de 200000 D. Ademas, se calculé una razôn friccional de - 
1.65 para la enzima. La Tabla X resume los paramètres hidrodina 
micos y moleculares de la adenilato ciclasa de N. crassa.
TABLA
Parâmetros hidrodinâmicos y moleculares de la adenilato ciclasa 
de N. crassa.
PARAMETRO VALOR
®20,w 
a (nm )
V (ml.g-b
P.M. (D)
f/f_
6 . 2 0.1 
7.3 0.05
0.74 
200000 
1 .65 
4.6
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111,4. DISCUSION
En la Tabla XI se muestran los parâmetros hidrodinâmicos y mole­
culares de distintas adenilato ciclasas, solubles y de membrana, 
de distintos organismes y tejidos. En relaciôn a estos valores 
cabe senalar lo siguiente:
1. Se puede comprobar que existe una marcada diferencia entre - 
la adenilato ciclasa soluble de testlculo y la enzima de Neu 
rospora. Esta ultima présenta parâmetros hidrodinâmicos se­
me jantes a las adenilato ciclasas asociadas a membrana.
2. Esta semejanza es particularmente interesante entre la adeni 
lato ciclasa de Neurospora y la de la variante cyc“ del lin- 
foma S^^, constituida sôlo por el componente catalltico (C) 
(apartado VIII,4 Introducciôn) ya que no sôlo se da coinci - 
dencia de tamano sino tambiân de coraportamiento y caracterls^ 
ticas de la actividad enzimâtica, esto es, ambas actividades 
son fuertemente dependientes del Mn^^ e insensibles al fluor 
uro a la toxina del côlera y los nucleôtidos de guanos 
na. Este hecho sugiere que la enzima de Neurospora, pudiera 
estar relacionada por el componente catalltico C de la aden£ 
lato ciclasa de eucariotes superiores(esta posibilidad se e s  
tudia en el apartado V de este capitule de "Resultados y Di£ 
cusiôn").
3. En esta Tesis se describe por primera vez, la purificaciôn a 
homogeneidad de una adenilato ciclasa en un organisme eues - 
riote inferior de tamano similar al descrito para las adeni­
lato ciclasas asociadas a membrana de células animales.
4. El hecho de que la adenilato ciclasa purificada de N. crassa 
mostrara una banda correspondiente a un tamano de 65000 D. y 
que la enzima nativa posea un peso molecular de 200000 D.,su 
giere la posibilidad de que la adenilato ciclasa de N. era - 
ssa sea una protelna oligomérica, constituida por très sub -
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TEJIDO
TESTICÜLO
SOLUBLE
TESTICULO
MEMBRANA NEUROSPORA RlNON CEREBRO HIGADO
LINFOMA
S 4 9
LINFOMA
S 4 9
Referen­
d a Kornblihtt
(29)
Neer
(299)
Esta Tesis Neer
(31)
Neer
(33)
Stengel
(35)
Gilman
(38)
Gilman
(38)
Peso m o ­
lecular 7iOOO 190000 2 0 0 0 0 0 159000 2 2 0 0 0 0 180000 2 5 0 0 0 0 1 90000
S 2 o.y(S) 4.3 6.7 6 . 2 5.9 8 . 1 6 . 8 8.3 6.5
Radio de 
Stokes(no ) 3.9 6 . 8 7.3 6 . 2 7.0 7.0 7.1 7.1
V (ml/g) 0.74 0.73 0.74 0.74 0.79 0.82 0.78 0.76
f/fo 1.4
1 . 6 1 .65 1 . 6 1.5 1.5 1 . 6 1 . 8
TABLA XI
Propisdadee hidrodinâaicas de lao adenilato ciclasas solubles y de membrana de dia- 
tintos tlpoa de células eucariotes.
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unidades iguales de 65000 D. cada una.
5. El valor obtenido de la razon friccional (f/f^), 1.65, permit 
te decir que esta enzima presents hidratacion y/o se aleja - 
de la esfericidad, ya que dicho valor se aleja de la unidad.
IV. CINETICA DE LA ADENILATO CICLASA DE N. CRASSA
Flawia y Torres (254) realizaron en 1972, un estudio cinético 
con la adenilato ciclasa asociada a membrana, en la mutante "sli 
me" de N. crassa. Este estudio revelô fundamentalmente que:
1. El coraplejo Mn ATP es el sustrato efectivo de la enzima, ac- 
tuando el ATP como inhibidor competitivo de la misma.
2. A concentraciôn equimolecular de ATP y Mn^^ las curves de ac 
tlvidad enzimatica en funciôn de la concentraciôn de sustra­
to, Mn ATP, son sigmoideas y tienden a ser hiperbôlicas al - 
ir aumentando la concentraciôn del catiôn divalente libre so 
bre la de Mn ATP.
3. El Mn^^ actûa como activador sôlo a baja concentraciôn de Mn 
ATP.
IV,1 CINETICA DE LA FORMA SOLUBLE DE LA ADENILATO CICLASA DE N. 
CRASSA
Los estudios preliminares, mostraron, efectivamente, que la for­
ma soluble de la adenilato ciclasa, tiene las mismas propiedades 
que la forma asociada a membrana: es dependiente de Mn''^  para -
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expresar su actividad enzimatica y la misma es insensible al 
fluoruro, la toxina del colera o los nucleotidos de guanosina.
En la figura 33, se muestran las representacipnes de la activi - 
dad enzimatica, en funciôn de la concentraciôn de ATP a diverses 
concentracions8 de Mn . Puede observarse que a concentraciones 
del nucleôtido, por encima de las de Mn"^  ^la reacciôn enzimâtica 
estâ inhibida. Esto en principio puede dcbcrse a que:
1. El ATP actûa como un inhibidor competitivo de la enzima,com- 
pitiendo con el sitio active con el sustrato efectivo, esto 
es, el complejo Mn ATP.
2. La reacciôn enzimâtica requiers de Mn^^ libre y a mayores 
concentraciones de ATP, el nucleôtido se asocia con el ca 
tiôn libre.
La primera de estas posibilidades, séria mâs lôgica, teniendo en 
cuenta que aûn en la condiciôn extrema de ATP, 10 mM y Mn^^,0.25 
mM, la adenilato ciclasa es activa, Por otra parte, con la enzi 
ma de la cepa "slime" de N. crassa se deraostrô, efectivamente, - 
que un anâlogo del ATP, el 5' AMP actûa como inhibidor competit_i 
vo de la reacciôn.
En la figura 34, se muestra la reprosentaciôn de la actividad en 
zimâtica en funciôn de la concentraciôn de Mn ATP, a diferentes
concentraciones de M n ^  en exceso sobre la concentraciôn de Mn-
-^ 2
ATP. Se puede deducir que cuando no existe Mn en exceso, di - 
cha representaciôn muestra un comportamiento sigmoideo con un 
coeficiente de Hill de n : 2.5. A medida que se va aumentando la 
concentraciôn de Mn^^ en exceso, sobre la de Mn ATP, las curvas 
tienden a ser hiperbôlicas. Cuando la concentraciôn de Mn^^ en 
exceso es de 0.25 mM, el coeficiente de Hill es de n : 1.3, y fi­
nalmente, cuando dicha concentraciôn es de 0.5 mM el coeficiente 
de Hill es de n: 1.1. Paralelamente, la concentraciôn de Mn ATP 
a la cual, la velocidad de la reacciôn es la mitaa de la mâxima 
alcanzada, va disminuyendo de 1.2 mM cuando existe concentraciôn
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Figura 33 
concentraciones de Mn
Actividad de adenilato ciclasa como una fun­
ciôn de l^gconcentraciôn de ATP a diferentes
La medida de la actividad se,realiza tal como se especifi- 
ca en el apartado V de "Materiales y Métodos". La mezcla 
de ensayo de la actividad enzimatica contiens las concen - 
traciones de ATP, indicadas en la abcisa y Mn Gl^ a las - 
concentraciones que se senalan en la figura. El tiempo de 
incubaciôn es de dos minutes.
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Figura 3A- Actividad de adenilato ciclasa como una funcion 
de la concentraciôn de Mn ATP a diferentes con­
centraciones de Mn^ en exceso. La mezcla para el ensayo - 
de la actividad de adenilato ciclasa contiens las concentra 
ciones de ATP y Mn Clp que se indican en la abcisa. Algunas 
mezclas contenlan cantidades adicionales de MnClp a las con 
centraciones qua se indican en la figura. Otras condicio - 
ne8 son, como se especifica en la figura 33*
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equimolar de ATP y hasta 0.4- mM cuando existe una concen­
traciôn de Mn^^ en exceso de 0.5 mM. Por otra parte, el Mn^^ on 
exceso, sôlo activa a baja concentraciôn de sustrato.
Cabe destacar, que cuando los experimentos mostrados en la figu­
ra 34 se realizaron, en lugar de con la forma soluble de la ade­
nilato ciclasa, con la forma asociada a membrana, partiendo de - 
un sedimento de 105000 x g ( P ^ de N. crassa, StL 74» los re - 
sultados obtenidos fueron muy similares, estando de acuerdo en - 
ambos casos, en lineas générales, con lo establecido previamente 
por Flawia y Torres (254) a partir de la adenilato ciclasa aso - 
ciada a membrana de la cepa "slime” de N. crassa (Tabla XII),
Los resultados mostrados en la figura 34 pueden interpretarse de 
diferentes maneras:
1. La enzima tiene una dependencia coopérative del sustrato,ac- 
tuando el Mn^^ libre, como un regulador positivo. Esto ven- 
drla apoyado por la naturaleza oligomérica postulada para la 
enzima.
2. A concentraciôn equimolar de ATP y Mn~^  ^y segun el equili 
brio :
ATP ■+ Mn^   - Mn • ATP
la mayor proporciôn del ATP se encuentra en forma complejada 
con el catiôn, sin embargo puede existir una pequena propor­
ciôn de ATP en forma no complejada, actuando segun lo expue^ 
to anteriormente, como inhibidor de la reacciôn. Esto po 
drla explicar la forma sigmoidea de la curva, y el hecho de 
que al aumentar la concentraciôn de Mn^^ libre, la enzima 
tenga un comportamiento hiperbôlico.
El hecho de que el Mn^^ active la reacciôn sôlo a bajas concentra 
ciones del sustrato, permite suponer que se de esta ultima posi­
bilidad .
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IV,2 ESTUDIO GINETICO DE LA ADENILATO CICLASA EN CONIDIAS PERME 
BILIZADAS
En la figura 35 se muestra la representaciôn de la actividad de 
la adenilato ciclasa en funciôn de la concentraciôn de Mn ATP en 
conidias de N . crassa . StL 74, perraeabilizadas (apartado IV,"Ma­
teriales y Métodos"). Se puede deducir que el comportamiento de 
la enzima es el mismo que el de la forma soluble o el de la for­
ma asociada a membrana, en el sentido de que a concentraciôn 
equimolar de ATP y Mn^^, la curva de actividad enzimâtica en fun 
ciôn de la concentraciôn de sustrato es sigmoidea, con un coefi­
ciente de Hill de n: 2.5. Al anadir Mn^^ en exceso sobre la con 
centraciôn de sustrato, el coeficiente de Hill disrainuye.
Las conidias perraeabilizadas constituyen un sistema ideal para - 
la realizaciôn de estudios cinéticos debido a que las enzimas se 
encuentran en su entorno biolôgico natural. Las observaciones - 
antes mencionadas, permiten concluir que el proceso de homogene- 
izaciôn y extracciôn de la adenilato ciclasa no afecta, aparente 
mente, la funcionalidad de la misma, siendo perfectaraente vâli - 
dos los resultados obtenidos. En la Tabla XII, se resumen los 
parâmetros cinéticos, obtenidos con las diferentes preparaciones 
enzimâticas.
IV,3 DISCUSION
Los estudios cinéticos presentados sugieren las siguientes obser 
vaciones:
1. Existe una slrailitud en cuanto al comportamiento y parame - 
tros cinéticos entre las diferentes preparaciones de la ade 
nilato ciclasa de N. crassa, lo que aboga en favor de la 
existencia de una unica forma molecular de la enzima, la -
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Figura 35. Actividad de adenilato ciclasa como una funcion 
de la concentracion de ATP. Mn. sin (• ) y con - 
(o ) 0.5 mM de Mn^2 gn exceso. La mezcla para el ensayo de 
la actividad de la adenilato ciclasa contiens las concentra- 
ciones de ATP y Mn Clp, que se indican en la abcisa, y en au 
caso 0.5 mM de MnClg. Gada ensayo se realizô con 20^^1 de - 
una suspension de conidias permeabilizadas (3 mg de protelna 
/ml) obtenidas, tal como se especiflca en "Materiales y Méto 
dos”. La mezcla de incubaciôn contenla NaF 5 mM como lnhibi_ 
dor de la ATPasa, el tiempo de Incubaciôn es de 10 minutes.
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PREPARACION ENZIMATICA LIGANDO (en exceso) L0.5 n
 ____ _______________________________(mM)_____________________
Forma soluble, prépara 
d o n  hexilamino-sepha-
rosa. cepa StL 74 Mn.ATP - 1.2 2.5
0.25 0.5 1.3
0.50 0.4 1.1
Forma asoclada a membra 
na, sedimento 105000xg
cepa StL 74- Mn.ATP - 1.8 2.8
0.5 0.8 1.7
Forma asoclada a membra- 
na sedimento 105000 xg 
cepa "slime" (FGSC1118)
Flawia et al (264) Mn.ATP - 1.5 1.9
0.25 1.0 1.0
0.50 1.1 1.0
Conidias permeabilizadas
cepa StL 74 Mn.ATP - 1.9 2.5
0.50 1.5 1.9
TABLA XII
Paramètres cinéticos de la adenilato ciclasa de N . crassa ob- 
tenidos en diferentes condiciones expérimentales.
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cual puede encontrarse en forma soluble o asoclada a membra 
na.
2. La similitud funcional existante entre la forma soluble y - 
la forma asoclada a raembrana sugiere que el entorno lipidi- 
co de la membrana no debe ser un factor importante en la ex 
presiôn de la actividad de la adenilato ciclasa en N.crassa.
3. A pesar de que de los resultados obtenidos no puede condu­
iras fehacientemente la existenda de un sitio regulador pa 
ra el Mn^^, los mismos sugieren que los niveles intracelula 
res de cAMP en N. crassa pueden venir coordinados por la re 
lacion ATP/Mn^^.
4. Los resultados obtenidos con las conidias permeabilizadas, 
semejantes a las correspondientes de las formas solubles y 
asoclada a membrana, permiten suponer que los resultados ob 
tenidos con estas preparadones son valides en el sistema 
"in vivo".
Silveira et d  (246) y Gomes et d  (227) realizaron estudios ci­
néticos de la adenilato ciclasa dependiente de Mn^^ de T. cruzl 
y B. emersonii, respectivamente, siendo los resultados obtenidos 
por estes autores, seraejantes a los descritos para la enzima de 
N. crassa.
Son pocos los estudios cinéticos existantes sobre la actividad - 
basai de las adenilato ciclasas en presenda de Mg^^ de organis­
mes eucariotes superiores (300). Esto se debe a dos razones 
principalmente; la primera de allas surge de la débil actividad 
basai de la enzima, y la segunda por la presenda de la ATPasa - 
en las preparadones de membrana, donde, generalmente, se ensaya 
la actividad de adenilato ciclasa. Sin embargo, los estudios 
existentes han puesto de manifiesto caracteristicas similares a 
las comentadas para la enzima de N. crassa, esto es:
- el verdadero sustrato de la enzima es el complejo Mg.ATP
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- el ATP en exceso sobre la concentracion de actûa como in-
hibidor de la reacciôn enzimâtica.
- existen evidencias sobre la existencia de un sitio regulador - 
para el (300, 301).
Esto lleva a considerar que las caracteristicas generates de la 
catâlisis enzimâtica basai de las adenilato ciclasas, ya usen 
Mg.ATP o Mn.ATP como sustrato, son muy similares.
V. EXPERIMENTOS DE RECONSTITUCION DEL SISTEMA ADENILATO CICLASA 
SENSIBLE A HORMONA CON LA ENZIMA DE N. CRASSA Y EL COMPONEN- 
TE REGULADOR DE ERITROCITO DE PAVO
A través de diferentes enfoques expérimentales, se ha llegado 
hoy dia a asumir que el sistema adenilato ciclasa sensible a hor 
menas, esta constituido ademâs de por el receptor, al mènes por 
dos componentes, une denominado N o components regulador, y otro 
denominado C o components catalitico (apartado VIII, Introduc 
ciôn).
Los estudios de Ross y Gilman (38), usando diferentes lineas ce- 
lulares del linfoma S^^, con disfuncionalidades en alguno de los 
componentes del sistema adenilato ciclasa sensible a hormona,han 
revelado importantes propiedades de cada uno de los componentes 
del mismo.
La variante cyc~ del linfoma solo posee el componento catali.
tico C, el componente regulador esta funcionalmente ausente. Di- 
cho componente catalitico solo maniflesta su actividad enzimâti­
ca en presencia de Mn^^, esta es insensible al fluoruro, la toxi^
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na del cèlera o los nucleotidos de guanosina, y tiene un peso ni£ 
lecular de alrededor de 200000 D. Todas estas propiedades son - 
coincidentes con las de la adenilato ciclasa de N. crassa. Cabe 
de esta forma la posibilidad de que la adenilato ciclasa de N_^  - 
crassa y, subsecuentemente, las demâs adenilato ciclasas insensJ^ 
bles a los efectores mencionados, estén relacionadas de una for­
ma u otra, con el componente catalitico G de la enzima de orga - 
nismos eucariotes superiores.
Ross y Gilman demostraron (113) que al anadir el componente regu 
lador N de raembranas de células del linfoma S^^ a una suspension 
de membranas de la variante cyc~, conteniendo el componente cata 
lltico C, se reconstitula la actividad de adenilato ciclasa de - 
pendiente de Mg^^ y que la misma era sensible a la activaciôn - 
hormonal, fluoruro y nucleotidos de guanosina, es decir, se re - 
constituyen las caracteristicas que el componente regulador con­
fiera al sistema adenilato ciclasa.
La adenilato ciclasa de espermatozoïdes es una enzima asoclada a 
raembrana y al igual que la enzima de la variante cyc~ o de la en 
zima de N. crassa, es mucho raâs activa en presencia de Mn"^  ^que 
de Mg^^, ademâs es igualmente insensible al fluoruro, la toxina 
del cèlera y los nucleètidos de guanosina (302, 303). Stengel - 
et al, demostraron recienteraente (304), que la enzima de esperma 
tozoide podla interaccionar con el componente N del sistema ade­
nilato ciclasa de eritrocito humano, siendo la actividad enzimâ­
tica en el sistema reconstituido sensible a los efectores antes 
mencionados. Igualmente, pudieron detectar activacièn hormonal, 
debido a la participacièn en el sistema reconstituido de recepto 
res de prostaglandins de eritrocito.
En este apartado, se detallan las experiencias sobre la posibili 
dad de reconstituir con la adenilato ciclasa de N. crassa (presu 
mible componente C) y el componente regulador N de eritrocito de 
pavo, un sistema adenilato ciclasa con caracteristicas similares 
al de eucariotes superiores.
Los detalles expérimentales se describen en el apartado XIII de
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"Materiales y Métodos". Un esquema general del proceso seruido 
para la reconstitucion se muestra en la figura 36.
En la Tabla XIII, se rauestran las actividades de adenilato cicla
sa de las diferentes preparadones de membranas empleadas en los
ensayos de reconstitucion. Es importante destacar que el estrac
to en detergents (colato o digitonina) de las membranas de eri -
trocito, fuente del componente regulador II para la reconstitu
ciôn, no posee actividad de adenilato ciclasa, por haberse inac-
tivado el componente catalitico correspondiente. La actividad -
de adenilato ciclasa en la suspension de membranas de eritrocito
es sensible a diverses efectores, particularmente la medida en - 
•/2presencia de Mg , sin embargo, la actividad adenilato ciclasa - 
en membranas de N. crassa, como fué anteriormente especificado, 
solo se expresa en presencia de Mn ^ (la actividad en presencia 
de Mg^^ es prâcticamente nula) y la misma es insensible a los 
efectores ensayados.
V,1. REQUERIMIENTOS PARA LA OBTENCION DE SISTEMA RECONSTITUIDO
Puede observarse en la Tabla XIV que la reconstitucion de la ac­
tividad de adenilato ciclasa medida en presencia de Mg^^, se pro 
duce cuando se adicionan las membranas de Neurospora StL 74, con 
el extracto de membranas de eritrocito. Cuando en lugar de la - 
adenilato ciclasa asoclada a membrana, se usaron las formas solu 
bles tanto de testiculo como de Neurospora, la reconstitucion no 
se produce, esto sugiere la necesidad del entorno llpldlco de la 
membrana para que se produzca una reconstitucion efectiva del 
sistema.
Como un experimento control se realizô el ensayo de reconstitu - 
ciôn con membranas de la cepa FGSC 488 de N. crassa, portadoras 
de la mutaciôn cr-1, deficients en actividad de adenilato cicla-
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ESOUEMA DE RECONSTITUCION
Membranas de 
eritrocito 
de pavo
W R MywNcv
Incubaciôn 
onocon 
loKirxi del 
colera
AAARAA 
colato W VMW
Centrifugocion
Membranas 
de K Crassa
Extracto en 
detergenteJrEMA GTP. GppNHp . fluoruro, isoproterenol^SISTEM  RECONSTRUOO
AARAAAA 
VVNCVNC 
ENSAYO DE ADENIÜL 
CICLASA
Figura 36. 
> 2
Esquema general de reconstitucion de acti­
vidad de adenilato ciclasa, dependiente de 
Mg'*^ , partiendo de la enzima de Neurospora crassa y un 
extracto en detergents de membranas de eritrocito de pa 
vo. R: Receptor, N: componente regulador, C: compo 
nente catalitico.
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ACTIVIDAD DE ADENILATO CICLASA (pmol/min/mg de protelna)
ERITROCITO NEUROSPORA
LIGANDO (M)
EXTRACTO EN 
MEMBRANAS DETERGENTE MEMBRANAS
Mn"'^  Mg"^  ^ Mn"^  ^ o Mg"^  ^ Mn^^
Ninguno 21.1 6.3 0.06 85.7 0.09
Isoprotere- „ 
nol 10 ' 27.2 11.4 0.06 91 .1 0.09
10“^ 26.3 22.2 0.06 92.1 0.09
10-5 26.9 25.7 0.06 92.5 0.06
GppNHp 10"^ 29.9 9.4 0.08 90.7 0.07
Isoprotere- , 
nol 10"^
- GppNHp 10"^ 30.0 31.1 0.05 92.9 0.06
Fluoruro 10 ^ 332.0 552.0 0.06 92.9 0.09
TABLA XIII
Actividades de adenilato ciclasa, medldas en presencia de 
Mn*^, en membranas de eritrocito de pavo, en extractos en
Mg^^ o 
deter-
gente (colato) de membranas de eritrocito y en membranas de N. -
crassa. Las mezclas de reacciôn contienen 190,125 y 425 k g de
protelna, respectivamente.
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siSTcm iioiocico
ACTIVIDAD OC AOEWIlll CICLASA
BASAL ISOOROTCAENOl FLUORURO 
♦ fippNHp
COMPONENTES CH LA HEZCIA 
C R N  membrana
MEMBRANAS N. CRASSA 
C#p# S*L7A
MEMBRANAS N. CRASSA 
Cr-1
AOENILIL CICLASA 
SolubU N.CRASSA
EXTRACTO EN DETERGENTE 
DE ERITROCITO
0.D3
0.0*
0,07
0,0*
0,0*
0,0S
0,0*
0.05
0,09
0,0*
0,0*
0,0*
MEMBRANAS N. CRASSA 
C#p# StL7* ♦
EXTRACTO EN DETERGENTE 
DE ERITROCITO 3,0 19.0 90,0 ♦ ♦ ♦
MEMBRANAS N. CRASSA 
cr-l ♦ EXTRACTO EN
ôF tergehte de eritrocito 0.0* 0.0* 0,07
AOENILIL CICLASA 
tolubU N. CRASSA ♦ 
EXTRACTO EN DETERGENTE 
DE ERITROCITO 0,06 0,05 0,0* ♦ ♦ ♦
AOENILIL CICLASA 
M l u b U  TESTICULO ♦ 
EXTRACTO EN DETERGENTE 
DE ERITROCITO 0,0* 0,05 0,05 ♦ ♦ ♦
Tabla XIV. Requerimientos para la obtenciôn de un sist£ 
ma de reconstitucion efectlvo.
Las mezclas de reacciôn de membranas de N. crassa, StL 74 
membranas de N. crassa. cr-1, extracto en colato de eri­
trocito, adenilato ciclasa soluble de N. crassa o adenila 
to ciclasa soluble de-testiculo, contienen 420, 425, 125, 
300 o 190/tg de protelna, respectivamente. Los ensayos - 
de actividad de adenilato ciclasa fueron realizados en 
-/2presencia de Mg . Las concentraciones de Isoproterenol 
GppNHp y fluoruro en las mezclas fueron 10"°, 10"° y 10 - 
“2 M, respectivamente.
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sa. Como muestra la Tabla XIV, no se produjo reconstitucion en 
tal ensayo, lo que prueba que la misma de debe a la interacciôn 
del componente regulador N existante en el extracto de detergen- 
te de las membranas de eritrocito y la adenilato ciclasa de Neu­
rospora , descartândose, ademâs, la posibilidad de que la apari - 
ciôn de actividad de adenilato ciclasa en presencia de Mg"^  ^en - 
los ensayos de reconstitucion se debiera a una reactivaciôn del 
components catalitico C^ de eritrocito, al interaccionar con llpj^  
dos de la membrana de Neurospora (305).
Finalmente, cabe destacar en esta experiencia, que la actividad 
enzimâtica en la mezcla reconstitulda en forma efectiva, es sen­
sible al efecto del fluoruro y del isoproterenol mâs GppNHp, tal 
como se observa en los alternas adenilato ciclasa sensible a hor­
mones en organismes eucariotes superiores (306). La actividad 
del sistema reconstituido en presencia de fluoruro es del mismo 
orden que la medida en membranas de N. crassa en presencia de 
Mn^^ (Tabla XIII), lo que sugiere que en ambos casos la enzima 
estâ activada en un nivel mâximo.
V,2. VARIACION DE LA ACTIVIDAD DE ADENILATO CICLASA EN EL SISTE 
MA RECONSTITUIDO EN PRESENCIA DE DIVERSOS EFECTORES
En la figura 37 se muestra la variaciôn de la actividad de adeni 
lato ciclasa, con el tiempo, en el sistema reconstituido a par - 
tir de un extracto en colato de membranas de eritrocito no trata 
das previamente con toxina del colera. Se puede observer que se 
producen efectos estimuladores con fluoruro o con isoproterenol 
raâs GppNHp.
En la figura 38 se muestra una experiencia similar a la anterior 
pero en la que las membranas de eritrocito fueron tratadas pre - 
viamente con toxina del colera. En este caso, la actividad de -
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Figura 37. Medida de la actividad de adenilato ciclasa 
en funcion del tiempo en un sistema reconst_i 
tuido a partir de membranas de N.•crassa StL 74 (215y^g - 
de protelna) y  un extracto en colato de membranas de eri­
trocito ( ^ 2 5 y ^ g  de protelna) no tratadas con toxina del - 
colera. La mezcla de reacciôn fué suplementada con : na- 
da (•)» GppNHp (O), Isoproterenol (■)► Isoproterenol - 
mas GppNHp (□) o fluoruro (A). Las concentraciones de
Isoproterenol, GppNHp o fluoruro en las mezclas fueron: -
10” ,^ 10”^ y 10” , respectivamente.
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Figura 38. Medida de la actividad de adenilato ciclasa en - 
funcion del tiempo en un sistema reconstituido a 
partir de membranas de N. crassa StL 74 (230^ 4: g de proteina) 
y un extracto en colato de membranas de eritrocito (125/<-g de 
protelna) previamente tratadas con toxina del colera, tal co­
mo se especifica en el apartado XII,1 de "Materiales y Méto - 
dos". Los simboloB son iguales que en la figura 37.
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adenilato ciclasa en el sistema reconstituido es comparativamen- 
te mayor que en el caso anterior. Puede observarse que se produ 
cen los efectos estimuladores antes mencionados, pero ademâs el 
GppNHp es de por si, capaz de estimular al sistema.
Cuando las raembranas de eritrocito no son previamente tratadas - 
con toxina del colera, no se produce activaciôn por Isoprotere - 
nol o por GppNHp, si son ensayados por separado, sin embargo, se 
produce una visible activaciôn cuando la mezcla de ensayo contie 
ne ambos efectores (figura 38). Esto sugiere que para que en di^  
chas circunstancias se produzca activaciôn deba existir un corn - 
piejo ternario: Receptor-Componente N-Componente Ç, debido a la 
necesidad de la acciôn hormonal para favorecer el recambio del - 
GDP u otros nucleôtidos que puedan estar asociados al componente 
regulador. En las membranas de eritrocito de por si la activa - 
ciôn por GppNHp requiers también de la presencia hormonal (120).
En el caso de que las membranas de eritrocito sean previamente - 
tratadas con la toxina ël GppNHp es de por si capaz de estimular 
el sistema reconstituido, esto supone considerar que no es nece- 
saria la acciôn hormonal para favorecer la asociaciôn del nucleô 
tido al componente regulador, es decir, la activaciôn en taies - 
circunstancias puede explicarse por la formaciôn del complejo bi 
nario: Componente II- Componente C, no obstante el isoproterenol
potencia dicho efecto.
Es lôgico considerar, por otra parte, que la estimulaciôn hormo­
nal en el sistema reconstituido, viene mediada por los recepto - 
resadrenérgicos de eritrocito, los cuales son solubilizados 
conjuntamente con el components regulador, dada la afinidad exi^ 
tente entre ambos componentes, de hecho se ha demostrado la exis 
tencia de complejos: Receptor-Componente N en la membrana de
eritrocito de pavo, mediante ensayos "in situ" (39).
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V,3 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE EXTRACTO DE ERITROCITO, - 
ISOPROTERENOL Y FLUORURO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ADENILATO CI 
CLASA EN EL SISTEMA RECONSTITUIDO
En la figura 39 se muestra la relaciôn entre la actividad de ade 
nilato ciclasa y la cantidad de extracto en colato de las membra 
nas de eritrocito en la mezcla de reconstitucion. Tanto en pre­
sencia de isoproterenol mas GppNHp, como de fluoruro, el sistema 
tiende a saturarse al aumentar la concentracion de extracto en - 
la mezcla de reconstitucion, sin embargo, la actividad basai es 
nrâc ticamente proporcional a la cantidad de extracto anadida en 
el rango estudiado.
En la figura 40 se muestra la actividad de adenilato ciclasa en 
el sistema reconstituido, ensayada en presencia de GppNHp 10”'^ M 
como una funcion de la concentracion de isoproterenol. El sis­
tema exhibe una curva dosis-respuesta similar al sistema homolo 
go estudiado en raembranas de eritrocito (307). La estimulaciôn 
por isoproterenol es un fenômeno saturable, produciéndose la mi 
tad de la estimulaciôn maxima a una concentraciôn de isoprotere­
nol de 1O"^ M, similar al descrito en membranas de eritrocito de 
pavo (307).
La dependencia de la actividad de adenilato ciclasa de la concen 
traciôn de fluoruro en el sistema reconstituido, se muestra en - 
la figura 41. La respuesta a concentraciones crecientes del 
aniôn, es similar a la descrita para el sistema adenilato cicla­
sa de hlgado (308).
V,4 RECONSTITUCION DE ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA DEPENDIENTE DE 
Mg"^  ^EN MEMBRANAS DE N. CRASSA USANDO UN EXTRACTO DE MEMBRA- 
NAS DE ERITROCITO PRETRATADAS CON TOXINA DEL COLERA Y ^^C 
NAD
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Figura 39* Actividad de adenilato ciclasa en funcion de la 
concentraciôn del extracto en colato de las mem 
branas de eritrocito en la mezcla de reconstitucion, constT 
tuida por membranas de N. crassa StL 74 (215/4 g de proteina) 
y cantidades variables de un extracto en colato de membra - 
nas de eritrocito, no tratadas con toxina del colera. Otras 
condiciones y simbolos como en la figura 37.
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Figura 4^ 0. Actividad de adenilato ciclasa en un sistema re- 
constituldo como una funcion de la concentraciôn 
de isoproterenol. Membranas de N. crassa StL 74 ( 2 1 5 g de - 
protelna) se mezclaron con un extracto en colato de membra - 
nas de eritrocito (120/cg de protelna) no tratadas con toxi­
na del colera. La mezcla de ensayo se suplementô con GppNH 
p 10“ ' M y concentraciones variables de isoproterenol. 
tiempo de incubaciôn fué de 10 minutes.
El -
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Figura 41• Actividad de adenilato ciclasa en un sistema re 
constituido como una funcion de la concentra - 
ciôn de fluoruro. Membranas de N. crassa StL 74 ( 2 5 0 / c g  de 
protelna) se mezclaron con un extracto en colato de membra­
nas de eritrocito ( 1 0 0 / c g  de protelna) no tratadas con toxi 
na del colera. La mezcla de ensayo se suplementô con con - 
centraciones variables de NaF. El tiempo de incubaciôn 
fué de 10 minutes.
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Con el fin de verificar que el proceso de reconstitucion se debe 
a la interacciôn del componente N de eritrocito con la adenilato 
ciclasa de Neurospora, se trataron las membranas de eritrocito - 
con toxina del côlera y [ ^ ^ c ]  NAD , tal como se especiflca en el 
apartado XII,1 de "Materiales y Métodos", de esta forma el compo 
nente N se "marca" especificaraente con ^^C, debido a su ADP ribo 
silaciôn en taies condiciones (apartado VII, Introducciôn). A 
contihuaciôn, se solubilizaron las membranas con digitonina, lo 
que origina la inactivaciôn del componente C. El extracto co 
rrespondiente se aplicô a una columna de Ultrogel AcA34 (aparta­
do XII,3 "Materiales y Métodos"). En la figura 4-2, se muestra - 
el perfil de eluciôn de dicha cromatografla. Se observé un sôlo 
pico de radiactividad (componente N marcado con ^^C) correspon - 
diente a un peso molecular de 30-35000 D. Cada fracciôn se es­
sayé en un sistema de reconstituciôn con membranan de N. crassa 
y se midiô actividad de adenilato ciclasa en presencia de Mg^^. 
Las fracciones en las que se detectô actividad enzimâtica en ta­
ies condiciones, coinciden con la presencia de radiactividad, lo 
que demuestra que la reconstituciôn del sistema adenilato cicla­
sa se debe a la interacciôn del componente regulador N de eritro 
cito y la enzima de Neurospora.
V,5 DISCUSION
En este apartado se demuestra que la adenilato ciclasa de Neuros 
pora es capaz de interaccionar con el componente regulador N de 
eritrocito de pavo, conformando un sistema adenilato ciclasa con 
las misraas propiedades que el de organismes eucariotes superio - 
res.
La base de tal demostraciôn se puede resumir en las siguientes - 
observaciones:
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1. La reconstituciôn no se produce, si en lugar de las membra -
nas de N. crassa StL 74, se emplean las de la variante cr-1,
déficiente en actividad adenilato ciclasa, lo que prueba que 
para la reconstituciôn se requiers de la adenilato ciclasa - 
de Neurospora y al mismo tiempo que la aoariciôn de activi - 
dad adenilato ciclasa en presencia de Mg*^  ^ en el sistema re­
constituido, no se debe a una reactivaciôn del componente C 
de eritrocito por un efecto inespecifico de lipides de mem - 
brana (305)(Tabla XIV).
2. La reconstituciôn coincide con el pico de radiactividad des-
pués de someter a filtraciôn en gel un extracto de eritroci­
to previamente marcado con toxina del côlera y NAD. E^
te trataraiento "marca" preferentemente el componente N por - 
una reacciôn de ADPribosilaciôn (figura 42)(apartado VII, In 
troducciôn).
3. La raâs directs evidencia de la reconstituciôn es la apariciôn
4 2
de actividad adenilato ciclasa dependiente de Mg y el hecho 
de que la misma pueda ser moduiada por los mismos efectores 
y de una forma similar al sistema homôlogo.
En la figura 43 se esquematiza el posible "encuentro" y asocia - 
ciôn entre el componente regulador N y la adenilato ciclasa de - 
Neurospora(componente catalitico C), segûn las considéraciones - 
del modelo de Cassel y Selinger (apartado VI, Introducciôn).
De las figuras 37 y 38 se puede destacar que la toxina del côle­
ra al bloquear la actividad GTPasa y de esta forma una via de 
inactivaciôn del complejo activado Ngrpp.C (figura 43), matiene - 
al sistema en un estado active, este hecho queda refiejado en - 
los resultados obtenidos en la medida de que el sistema reconst^ 
tuido exhibe una mayor actividad basai a partir de un extracto - 
de membranas de eritrocito pretratadas con la toxina.
Segun el modelo representado en la figura 43» la acciôn hormonal 
se requiers para el recambio del GDP por el GTP en el componente
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Figura 42. Perfil de eluciôn de una cromatografla en Ultro 
gel AcA34 de un extracto en digitonina al 1 J - 
de membranas de eritrocito, previamente tratadas con toxina 
del côlera y[^^Cj NAD , tal como se especiflca en el apar­
tado XII,1 de "Materiales y Métodos".
Se aplicô 1 ml de muestra(5-7 mg de proteina) a una columna 
con un lecho de gel de 1.25 x 53 cm, equilibrada con Tris- 
HCl 15 mM pH: 7.4, conteniendo EDTA 2 mM, MgCl» 15 mM, di­
gitonina 0.1 %. La eluciôn se realizô con el mismo tampôn 
a un flujo de 0.8 ml/min, y se recogieron fracciones de 4 
ml. /
Se midiô en cada fracciôn C (• ) y actividad de adenila­
to ciclasa en presencia de Mg^2 (g ) en una mezcla suple - 
mentada con 5 1 de una suspensiôn de membranas de N. cra­
ssa (12 mg de proteina/ml). Las fléchas indican la posi - 
ciôn del azui de extrano (AD), catalasa (C), malato deshi- 
drogenasa (M) y citocromo c (Ce).
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H.R.
6DP 6TP
6DP GTP
Figura 43* Asociaciôn entre el componente regulador y el 
componente catalitico de la adenilato ciclasa 
segûn el modelo de Cassel y Selinger (apartado VI, Intro­
ducciôn) .
ADENILATO CICLASAS DEBILMENTE ASOCIADAS A MEMBRANA
CAPITULO III PAGINA 205 RESULTADOS Y DISCUSION
regulador, de esta forma favorece la reactivaciôn del sistema. - 
Cuando las membranas de eritrocito no son tratadas con la toxina 
la activaciôn por nucleôtido de guanosina se produce sôlo en pre 
sencia de Isoproterenol, esto, como ya se comentô se debe a la - 
presencia de GDP u otros nucleôtidos fuertemente asociados al 
componente regulador, los que impiden la "entrada" del nucleôti­
do con efecto activador, GTP o GppNHp (309). La hormona segun - 
el modelo de Cassel y Selinger, facilita este recambio por un 
efecto heterotrôpico negativo. Sin embargo, si las membranas 
han sido tratadas previamente con la toxina no se requiers del - 
efecto hormonal. Este resultado apoya la hipôtesis exsistente - 
sobre la posibilidad de que la toxina no sôlo inhiba la activi - 
dad GTPasa, sino que, ademâs, favorece el recambio de nucleôti - 
dos de guanosina del sitio regulador en el componente El me-
canisrao debe ser distinto del inducido por la hormona ya que 
de hecho el Isoproterenol es capaz de estimular la actividad de 
adenilato ciclasa en presencia de GppNHp a partir de membranas - 
pretratadas con la toxina (figura 38).
Los resultados obtenidos en este apartado constituyen la primera 
evidencia de que la adenilato ciclasa de un organisme eucariote
inferior sea capaz de reconocer componente reguladores del s iste 
ma adenilato ciclasa de vertebrados.
La semejanza de tamano y propiedades de la adenilato ciclasa de
N. crassa y el componente catalitico G de organismes eucariotes 
superiores sugiere que debe existir una estrecha relaciôn entre 
ambos componentes, ésto équivale a considerar que durante la evo 
luciôn biolôgica la adenilato ciclasa fué adicionando componon - 
tes reguladores, manteniéndose la entldad catalitica sin grandes 
variaciones.
El sistema adenilato ciclasa sensible a horraonas en organismes - 
eucariotes superiores, constituye lo que podrla ser denominado - 
"holoclclasa”, ya que contiens todos los elementos del sistema - 
y, por ende, todas las propiedades regulatorlas inherentes al 
mismo, es decir, sensibilidad al GTP, la toxina del côlera,fluor
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uro y hormonas.
En bacterias y organismes eucariotes inferiores la adenilato ci­
clasa estâ aparentemente constitulda sôlo por una entldad catal^ 
tlca, insensible a los efectores mencionados. En estos organis­
mes, la enzima puede ser considerada desde este punto de vista - 
como una "protociclasa". En la Tabla XV se detallan las caracte­
risticas de las adenilato ciclasa estudiadas con cierto detalle 
en bacterias y organismes eucariotes inferiores (protoclclasas). 
La adenilato ciclasa del protozoario Fasciola hepâtica(310) pue­
de ser considerado segûn sus caracteristicas, como una holocicla 
s a .
Dentro de las aqui denominadas "protoclclasas" pueden existir en 
zimas con caracteristicas peculiares segûn el organisme de que - 
se trate, asi, por ejemplo, la adenilato ciclasa de Phycomyces - 
es activada por bajas concentraciones de GTP (229).
De la Tabla XV sobresalei
1. En algunos casos las protoclclasa sôlo expresan su actividad 
en presencia de Mn^^, como es el caso de la enzima de Neuros 
pora y otros bongos, sin embargo, las holociclasas pueden 
usar Mg.ATP o Mn.ATP como sustratos.
2. Las"protoclclasas" pueden encontrarse en forma soluble o aso 
ciada a membrana, por el contrario, las holociclasas se en - 
cuentran invariablemente fuertemente asociadas a membrana y 
sôlo pueden ser solubilizadas con detergentes.
Finalmente, es importante senalar que dentro de las "protocicla- 
sas", se han descrito efectos hormonales en determinados casos, 
por e jemplo, el glucagôn es capaz de estimular la actividad enz 
mâtica en N. crassa "slime" (256), por el contrario, la insulina 
tiene un efecto inhibitorio (257). En Phycomyces y Tetrahymena 
pyriformis se han descrito efectos estimuladores de catecolami - 
nas sobre la actividad de adenilato ciclasa (229)(311). En nin- 
gûn caso se ha demostrado que dichos efectos seanmediados por re
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TABLA XV
CATION FACTOR M
ORGANISMO Mn~^ ^ LOCALIZACION F GTP TxC xlO”^
PROTOCICLASAS
Bordetella
Pertrussis ? + S _ _
Escharichia
coli + + M.S
Brevibacterium 
Liq. + + S _ H* 94
Phycomyces B1. ? +• M - + -
Biastocladie- 
11a Em. + M
Saccharomyces 
Cerev. t M.S
Neurospora
crassa + M.S 202
Mucor rouxii 4- t M,S - — -
Tetramyraena 
pyrifor. ? _ M.S _ - _
Trypanosoma
cruzi + _ M _ 117
Células ger- 
minales de - 
testiculo + S , 69
Linfoma S49 
cyc + - M
MONOCICLASAS
- - - 190
Fasciola hepé- 
tica + + M + + 115
Higado,tejido 
adiposo,etc. + M + + + 180
Caracteristicas de las adenilato ciclasas de algunas bacterias y 
organismes eucariotes inferiores (protociclasas) junto con las - 
del sistema adenilato ciclasa en organismes eucariotes superio - 
res (holooiclasa). M: asociada a membrana. S: forma soluble (o 
solubilizada sin detcrgente). M: peso molecular. TxC: toxina - 
del côlera.
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ceptores especificos o que implique a algûn componente regulador,
•VI. PRESENCIA DE CALMODULINA EN NEUROSPORA CRASSA
Las observaciones preliminares que motivaron el estudio sobre la 
posible presencia de calmodulina en N. crassa y las implicacio - 
nés que este hecho podrla tener en cuanto a la regulaciôn de la 
adenilato ciclasa, fueron las siguientes:
1. Salter et ^  (163) demostraron en el sistema adenilato cicla
sa de cerebro que una vez separados el componente regulador 
N y el componente catalitico C, la débil actividad enzimâti­
ca dependiente de Mg^^, de éste ultimo podla ser estimulada 
por calmodulina, es pues, factible, considerar que la adeni­
lato ciclasa de Neurospora, cuya relaciôn con el componente 
catalitico C ha sido deroostrada en apartados anteriores, pu- 
diera ser sensible a la calmodulina.
2. Existen en la literature cientlfica, observaciones que de
muestran la presencia de calmodulina en organismes eucario -
tes inferiores (312,313).
3. Se observô efecto activador sobre la fosfodiestorasa endôge-
na en presencia de Ca^^, de deterrainadas fracciones corres - 
pondientes a una cromatografla en DEAE-celulosa de un sobre- 
nadante de 105000 xg de N. crassa, StL 74. Como ya se espe­
cif icô en el apartado IX.2 de la Introducciôn. el efecto mâs 
caracterlstico de la calmodulina es la activaciôn de la fos- 
fodiesterasa.
ADENILATO CICLASAS DEBILMENTE ASOCIADAS A MEMBRANA
CAPITULO III PAGINA 209 RESULTADOS Y DISCUSION
VI,1 PURIFICACION DE LA CALMODULINA DE NEUROSPORA CRASSA
Se realize segun lo especificado en el apartado XVII de "Materia 
les y Métodos" el método seguido queda reflejado en el esquema - 
de la figura A4.
Como ya se comento anteriormente, cuando se ensayo el efecto so­
bre la actividad fosfodiesterasa correspondiente a una prépara - 
cion de N. crassa parcialmente purificada, de distintas fraccio- 
nes de una cromatografla en DEAE-celulosa de un sobrenadante de 
105000 xg de N. crassa, se observo un pico de activaciôn. Este 
llevo a usar dlcha cromatografla como primer paso de purifica 
ciôn. La presencia de calmodulina a lo largo del proceso de pu- 
rificaciôn, se detecto siguiendo la activaciôn de una prépara 
ciôn de fosfodiesterasa de cerebro (apartado XVI "Materiales y - 
Métodos") purificada parcialmente, tal como se especifica en el 
apartado XV de "Materiales y Métodos".
VI,1.1 GROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA
En la figura 45 se muestra el perfil de eluciôn de la cromatogra 
fia en DEAE-celulosa DE52, de un sobrenadante de 105000 xg de N . 
crassa, StL74- La mayor proporciôn de protelna eluye a una con- 
centraciôn de NaCl entre 0.15 y 0.35 M, mientras que la calmodu- 
lina lo hace a una concentraciôn de NaCl de 0.A5 M. La protelna 
total sembrada en la columna fué de 1800 mg aproximadamente. Las 
fracciones en las que se detectô la- presencia de calmodulina se 
combinaron y calentaron en bano de agua a lOOO C durante 5 minu­
tes, con el fin de inactivar las enzimas endôgenas de la prépara 
ciôn. Durante este proceso, preclpitô una cierta cantidad de 
protelna, permaneciendo la calmodulina en la fracciôn soluble 
después de centrifuger dicha preparaciôn a 12000 xg durantel 5" mi^  
nutos.
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SOBRENADANTE 
105000 xg
DEAE-CELULOSA
1
BIO-GEL P60CAPP-SEPHAROSA
GROMATOGRAFIA
HIDROXILAPATITO
Figura 44 « Esquema general de la purificaciôn de la cal 
modulina de N. crassa.
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Figura ^5. Perfil de eluciôn de una cromatografla en DEAE 
celulosa DE52, correspondiente a un sobrenadan 
te de 105000 xg de N . crassa.
Se aplicaron 165 ml a una columna con un lecho de résina - 
de 3x30 cm, equilibrada con Tris-HCl 30 mM pH: 7.4. La co 
lumna se lavô con 300 ml de tampon de equilibrado, conte - 
niendo NaCl 0.1 M. A continuaciôn se aplicô un gradients 
lineal formado por el tampon de lavado y tampon de equili­
brado, conteniendo NaCl 0.7 M, el volumen total del gra 
diente es de 500 ml, el flujo de eluciôn es de 1.5 ml/min 
y se recogen fracciones de 10 ml.
( # ) actividad de foafodiestertxsa de cAMP 
(O ) Protelna
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VI,1.2 CROMATOGRAFIA EN HIDROXIL APATITO
En la figura 46 se muestra el perfil de eluciôn de la cromatogra 
fia en hidroxilapatito de la preparaciôn en DEAE celulosa. La - 
calmodulina eluye a una concentraciôn de fosfato de sodio de 0.1 
M, es decir, aproximadamente en la mitad del gradients aplicado.
Las fracciones en las que se detectô la presencia de calmodulina 
(5-6 mg de protelna) se dializaron extenaivamente frente a agua 
destilada con el fin de eliminar el fosfato.
VI,1.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN CAPP-SEPHAROSA
La cromatografla en CAPP-sepharosa, se reallzô tal como se espe­
cif ica en el apartado XVII,3 de "Materiales y Métodos". La aso-
ciaciôn de la calmodulina al derivado de la fenotiazina, 2-cloro
210-(3-aminopropil)fenotiazina, se produce en presencia de Ca 
(314). La mue8tra se aplica en estas condiciones y la columna - 
se lava con el mismo tampôn hasta que se deja de eluir protelna. 
Finalmente, la eluciôn de la calmodulina se logra aplicando a la 
columna el mismo tampôn sin Ca^^ y conteniendo EGTA 10 mM. En - 
la figura 47, se muestra el perfil de eluciôn de la cromatogra - 
fia en CAPP-sepharosa de la preparaciôn hidroxilapatito de N. 
crassa.
Este paso de purificaciôn a pesar de ser altamente selective y - 
obtenerse buenos rendimientos, tiene el inconvénients que el 
efecto de activaciôn de la calmodulina sobre la fosfodiesterasa 
queda sensiblemente disminuldo. Esto se debe, en primer lugar, 
a la presencia de EGTA en el tampôn de eluciôn, el cual no siem- 
pre puede ser totalmente ellminado y, en segundo lugar, a que en 
asociaciôn con la calmodulina eluye de la columna cierta canti - 
dad de 2-cloro-10-(3-aminopropil)fenotiazina, la cual inhibe los 
efectos mediados por la calmodulina.
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Figura / ^ 6 . Perfil de eluciôn de una cromatografla en hi - 
droxllapatito, correspondiente a la prépara 
ciôn DEAE-celulosa de N. craasa.
Se aplicaron 90 ml a una columna con un lecho de résina de 
2.5x20 cm, equilibrada con tampôn fosfato sôdico 5 r.iM pH - 
7.2. La columna se lavô con 100 ml de tampôn de équilibra 
do y  se aplicô un gradiente lineal formado por dicho tam - 
pôn y tampôn fosfato sôdico 200 mM pH: 7 . A . El volumen to 
tal del gradiente es de 200 ml, el flujo de eluciôn es de 
0.5 mil/min y se recogieron fracciones de 7 ml.
(O ) actividad de fosfodiesterasa de cAMP 
( • ) Protelna
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Figura 47. Perfil de eluciôn de una cromatografia en 2- - 
cloro-10-(3-aminopropil)fenotiazina-sepharosa 
(CAPP-sepharosa) de la preparaciôn hidroxilapatito de ^  - 
crassa.
El liofilizado correspondiente a la preparaciôn hidroxila­
patito se resuspende en 10 ml de tampôn Tris-HCl 20 mM pH 
7.4» conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM, CaCl 1 mM, NaCl 
200 mM y se aplicô a una columna con un lecho de résina de 
20x2 cm, equilibrada con el tampôn mencionado. Una vez pa 
sada la muestra se lava con el tampôn de equilibrado hasta 
que cesa la eluciôn de protelna, detectada por absorclôn a 
280 nm. En este punto se lava la columna con tampôn Tris- 
HCl 20 mM pH; 7.4 conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM, EGTA 
10 mM, NaCl 200 mM. El flujo de eluciôn es de 0.5 ml/min 
y se recogen fracciones de 2 ml.
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Dada la gran especifidad de la CAPP-sepharosa en retener calmodu 
lina en presencia de Ca^^, este paso de purificaciôn es un indi­
cative generalizado de la presencia de calmodulina en un sistema 
biolôgico. En el presents case, las fracciones que eluyeron con 
el EGTA de la columna de CAPP-sepharosa, al ser sometidas a elec 
troforesis analltica en SDS-piliacrilaraida, mostraron la presen­
cia de una unica banda correspondiente al peso molecular de la - 
calmodulina (16000 D.) (figura 4-8). No obstante, los inconvenien 
tes mencionados observados a su vez por otros autores (315), ll£ 
varon a usar un paso alternativo de purificaciôn: filtraciôn en 
Biogel P 60.
VI.1.4 FILTRACION EN GEL (BIOGEL P 60)
La preparaciôn de calmodulina purificada por la cromatografla en 
CAPP-sepharosa, al tener poco efecto activador sobre la fosfo 
diesterasa, se cromatografiô en una columna de Bio-Gel P 60. La 
calmodulina eluida siguiô teniendo su efecto activador disminul­
do , aparentemente por estar en asociaciôn con el derivado de la 
fenotiazina, al cual se une durante la cromatografla en la CAPP- 
sepharosa. Por este raotivo, con el objetivo de purificar la cal 
modulina sin usar un método tan drâstico, como la CAPP-sepharosa 
se realizô la filtraciôn en gel (Bio-Gel P 60) de la preparaciôm 
de hidroxilapatito.
En la figura 49 se muestra el perfil de eluciôn de dicha cromato 
grafla. Las fracciones en las que se detectô la presencia de 
calmodulina contenlan apxoxiraadamente 0.5 mg ao protelna, lo que 
représenta un 0.03 % de la protelna de partida en el extracto 
original.
En la figura 50 se muestra en gel analltico en SDS-poliacrilami- 
da de la calmodulina de cerebro y de Neurospora, ambas purifica-
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Figura 48. Electroforesis analltica en gel de SDS-polia - 
crilamida (10 % p/v).
H y 5 Calmodulina de cerebro. 2y 3 Calmodulina de Neuro- 
spora caraasa, ambas purificadas por cromatografla en CAPP 
sepharosa. T y 6 protelnas de peso molecular conocido.slm 
bolos como en figura 27.
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Figura 49. 
N . crassa.
Perfil de eluciôn de una filtraciôn en Bio-Gel 
P 60 de una preparaciôn de hidroxilapatito de
Se aplicaron 0.4 ml de muestra a una columna con un lecho 
de gel de 1.5 x 60 c m , equilibrada con tampôn Tris-HCl 10 
mM pH: 7.4* La columna se eluyô con dicho tampôn a un - 
flujo de 0.3 ml/min y se recogieron fracciones de 1 ml.
( • ) actividad de fosfodiesterasa de cAMP 
(O ) Protelna
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Figura 50. Electroforesis analltica en gel de SDS-polia- 
crilamida, 15 % (p/v).
1. protelnas de peso molecular conocido. 2. calmoduli- 
na de cerebro (60yf<g de protelna). 3. calmodulina de ^  
crassa (100/^.g de protelna). Ambas preparaciones de cal- 
modulina fueron purificadas por filtraciôn en Bio-Gel P - 
60 como paso final del proceso. Slmbolos como en figura
27.
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das por el mismo procedimiento, es decir, cromatografla en DEAE- 
celulosa, hidroxilapatito y Bio-Gel P 60. Se observa la presen­
cia de una banda mayoritaria en cada una de las dos preparacio - 
nés. La banda correspondiente a la calmodulina de cerebro tiene 
un peso molecular de 17000 D. mientras que la correspondiente a 
Neurospora tiene un peso molecular de 16000 D.
VI,2 DISCUSION
En este apartado se demuestra la presencia de calmodulina en Neu 
rospora crassa, describiéndose, al mismo tiempo, un método de pu 
rificaciôn râpido y simple que permite obtenerla en forma activa 
y en un estado de alta pureza (figura 50).
La presencia de calmodulina en Neurospora se apoya en las si 
guientes evidencias:
- La protelna purificada es terraoestable y capaz de activer la - 
fosfodiesterasa tanto endôgena como de cerebro, en forma depen 
diente de Ca^^.
- La protelna queda retenida en una columna de 2-cloro-10-(3-ami 
nopropil) fenotiazina (figuras 47 y 48).
- La protelna purificada tiene una movilidad electroforética en 
SDS-poliacrilamida, similar a la calmodulina de cerebro (figu­
ras 48 y 50).
La calmodulina es una protelna ampliamente distribuida, tanto en 
el reino animal como el vegetal (316). Su presencia en organis- 
mso eucariotes inferiores se ha puesto de manifiesto en los ùlti 
mos anos, siendo estudiada en; Elastocladiella emersonii (312), 
Candida albicana y Saccharomyces cerevisae (313), Dictyostelium 
discoideum (317), Tetrahymena (318), Physarum (319) y Chlamidomo
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nas (320). Los estudios mas detallados realizados en Tetrahyme 
na y D. discoideum, han revelado la existencia de pequenas dife- 
rencias entre la calmodulina de estos organismes y la de cerebro.
En las figuras 48 y 50, se observa que, la calmodulina de Neuros 
pora tiene un poco mas de movilidad electroforética que la de ce 
rebro. Este hecho ha sido también descrito con la calmodulina - 
de D. dtcoideum y puede revelar pequenas diferencias entre la 
calmodulina de organismos eucariotes inferiores con respecte a - 
la de tejidos animales.
El método seguido para la purificaciôn de la calmodulina de Neu- 
rospora esta basado en el empleado por Clarke e_t ^  (321) para - 
la purificaciôn de calmodulina de D. dicoideum. Algunos autores 
han utilizado la cromatografla de afinidad en CAPP-sepharosa,por 
su grari especificidad para la purificaciôn de calmodulina (314) » 
La experiencia realizada en este sentido sugiere que la calmodu­
lins se obtiens por este método en un alto grado de pureza, pero 
sensiblemente inactivada, aparentemente por su uniôn irreversi - 
ble con el derivado de la fenotiazina con que el que eluye de la 
columna de afinidad.
Por el método descrito se obtuvieron 0.5 mg de calmodulina a par 
tir de 22 g de micelio seco, o en otros térmlnos, 0.5 mg de cal­
modulins a partir de un sobrenadante de IO50OO xg de Neurospora 
conteniendo 1800 mg de protelna. Asl pues, la calmodulina puri­
ficada represents el 0.03 $ de la protelna contenida en el ex 
tracto de partida. Estos valores son del mismo orden que los - 
descritos para la purificaciôn de la calmodulina de D. discoide- 
um (321).
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VII. ACTIVACION DE LA ADENILATO CICLASA DE NEUROSPORA POR CALMO 
DULINA
El primer efecto observado de la calmodulina de Neurospora fué - 
la activaciôn de la fosfodiesterasa, tanto propia como de cere - 
bro. Este hecho fué aprovechado para seguir la posiciôn de la - 
calmodulina a lo largo del proceso de purificaciôn.
Debido a los antecedentes existantes en la literatura cientifica 
sobre la modulaciôn de la adenilato ciclasa por calmodulina(apar 
tado IX,2 Introducciôn) se ensayô el efecto de la calmodulina pu 
rificada de Neurospora sobre la actividad de adenilato ciclasa, 
medida en presencia de Mg^^, de una preparaciôn de hexilamino-se 
pharosa de Neurospora (apartado VII,1 "Materiales y Métodos").
El resultado obtenido se muestra en la figura 51.
La calmodulina estimula, aproximadamente 9 veces la débil activi 
dad de adenilato ciclasa dependiente de Mg^^ de Neurospora.
El ensayo de calmodulina contiens Ca^^ 50 ^ tM, al incrementarse - 
la concentraciôn de Ca^^ hasta 200 yttM el nivel de activaciôn al- 
canzado no se modifies, lo que sugiere que el sistema se satura 
a baja concentraciôn del cation. Al anadir EGTA 100 y^M al medio 
de incubaciôn la activaciôn desaparece, siendo el efecto reverti^ 
do por Ca^^ (figura 51)- Este hecho demuestra que el efecto de 
la calmodulina esta mediado por dicho catiôn.
For otra parte, se observô que la actividad de adenilato ciclasa 
en presencia de Mn^^ es fuertemente inhibida (80 %) por calmodu- 
lina, sin embargo, en este caso, el efecto no es mediado por Ca^ 
y se puede explicar por la desapariciôn de Mn^^ libre al asociar 
se a la calmodulina.
En la figura 52 se muestra la variaciôn de la actividad de fosf£ 
diesterasa de cerebro al ir incrementando la concentraciôn de la 
calmodulina purificada de cerebro en el medio. Se observô una - 
curva dosis-respuesta, produciéndose la mitad de la activaciôn - 
maxima con 60 ng de calmodulina.
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Figura 51 • Actividai^gde adenilato ciclasa medida en presen 
cia de Mg de una preparaciôn hexilamino-sepha­
rosa de Neurospora, Sin y  con calmodulina purificada de Neu
rospora. Los ensayos contienen CaClg 50 /*M, mas las adicio 
nés que se especifican enla figura . El tiempo de incuba -
ciôn es de 15 minutes.
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Figura 52. Actividad de fosfodiesterasa de cAMP de ce­
rebro, preparada tal como se especifica en 
el apartado XV de "Materiales y Métodos", en funciôn - 
de la concentraciôn de calmodulina purificada de cere­
bro en el medio de incubaciôn.
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En la figura 53 se muestra la variaciôn de la actividad de adeni
-V-p
lato ciclasa de Neurospora, medida en presencia de Mg ' al ir in 
crementando la concentraciôn de calmodulina en el medio. Puede 
observarse que la afinidad de la adenilato ciclasa por la calmo- 
dulina propia es mayor que por la de cerebro. En el primer caso 
la mitad de la actividad maxima se produce con 30 ng de calmodu- 
lina, mientras que en el segundo caso, se produce con 60 ng,apro 
ximadamente. Por otra parte, la activaciôn alcanzada con la 
calmodulina de Neurospora es el doble de la obtenida con calmodu 
lina de cerebro.
Este resultado confirma la observaciôn antes mencionada, esto es 
la calmodulina posibilita a la adenilato ciclasa de Neurospora - 
para poder expresar su actividad en presencia de Mg^^. Las cur- 
vas dosis-respuesta observadas, confirman, ademâs, la especifi - 
dad de tal efecto.
La diferencia de afinidad y grado de activaciôn alcanzado por la 
adenilato ciclasa en presencia de la calmodulina de Neurospora o 
de cerebro, puede ser debida a una diferencia entre estas dos - 
protelnas,localizada en un dominio molecular directaraente impli- 
cado con el efecto observado, o bien a la existencia de un cofac 
tor especifico en la preparaciôn de calmodulina de Neurospora 
que estarla ausente en la de cerebro.
VII,1 DISCUSION
En este apartado se demuestra el efecto estimulador de la calmo­
dulins sobre la actividad de-la adenilato ciclasa, ensayada en - 
presencia de Mg^^ de Neurospora. El efecto es dependiente de Ca^ 
saturandose a bajas concentraciones del catiôn (50^4M).
De este hecho se derivan las siguientes consideraciones:
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Figura 53. Actividad de adenilato ciclasa, medida en
presencia de Mg'^ , de una preparaciôn hexil- 
amino-sepharosa, en funciôn de la concentraciôn de calmo 
dulina de Neurospora o de cerebro en el medio. Las mez- 
clas de ensayo contienen CaClg 50 AM, el tiempo de incu­
baciôn es de 15 minutos.
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1. La calmodulina puede ser un regulador fisiolôgico de la ade­
nilato ciclasa de Neurospora, asl como puede serlo, también, 
de la fosfodiesterasa.
2. Nuevamente se dâ coincidencia en cuanto a las propiedades 
del components catalltico C de la enzima de organismes de eu 
cariotes superiores y  la adenilato ciclasa de Neurospora, ya
que en ambos casos la actividad enzimatica es fuertemente de
+2 ~  pendiente de Mn y la calmodulina confiere a la enzima la -
capacidad de usar el Mg.ATP como sustrato (153)(figura 54).
En ambos.casos, el efecto alcanza su maxime nivel a baja con
centraciôn de Ca^^ (50
3. Como se describe en el apartado V,5 de esta seccion de "Re - 
sultados y Discusiôn" (tabla XV) dentro de las denominadas - 
"protociclasas” existen aquellas que pueden expresar su acti 
vidad, tanto en presencia de Mg^^ como de Mn^^, como por 
ejemplo en la mayorla de las bacterias (211), o aquellas que 
son fuertemente dependientes de Mn^^ para expresar su activi 
dad, como la enzima de Neurospora y otros hongos. El hecho 
de que la calmodulina predisponga a la enzima de Neurospora 
a usar Mg.ATP como sustrato, sugiere que otras "protocicla - 
sas" puedan estar sujetas a este tipo de modulaciôn u otra - 
similar, de aqul que se observen estas diferencias en cuanto 
al catiôn requerido para la expresiôn de la actividad catal^ 
tica en las "protociclasas". A este respecte, cabe destacar 
que la adenilato ciclasa de Bordetella pertussis es también 
sensible a la calmodulina,a pesar de que en organismos proca 
riotes no se ha detectado la presencia de este efector (322) 
Puede de hecho,pensarse que la calmodulina u otros efectores 
puedan constituir un siètema de regulaciôn primario de las - 
denominadas "propociclasas", este sistema de regulaciôn ha - 
brla evolucionado hasta constituir las "holociclasas" o sls- 
temas adenilato ciclasas sensibles a hormonas de células a ni. 
maies.
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Figura 54« Modelo propueato para la modulacion de la ac­
tividad de adenilato ciclasa de N. crassa por 
calmodulina .
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4. El nivel de concentraciôn de cationes divalehtes en Neurospo 
ra u otros hongos, no ha sido estudiado en detalle, se puede 
considérer, no obstante, que la concentraciôn de los mismos 
debe ser de un orden similar al encontrado en células anima­
les, es decir, se encontrarian de mayor a menor concentra 
ciôn: Mg^^, C a y  Mn^^. La adenilato ciclasa de Neurospora 
y otros organismos eucariotes inferiores puede usar Mg.ATP y 
Mn.ATP, como sustratos y la actividad de la enzima "in vivo" 
dependerla de la relaciôn Mg/Mn. En el caso de la enzima de 
Neurospora, la actividad enzimatica vendrla modulada, ademâs 
por la concentraciôn de Ca^^ y calmodulina.
5. Un aumento en la concentraciôn intracelular de Ca en Neu - 
rospora, originaria la activaciôn, tanto de la fosfodlestera 
sa de cAMP como de la adenilato ciclasa, ambos efectos, me - 
diados por calmodulina. Parece lôglco pensar que deba exis- 
tir una compartimentalizaciôn entre ambas enzimas, pues en - 
caso contrario, la activaciôn de la adenilato ciclasa queda- 
ria contrarrestada por la de la fosfodiesterasa, y la varia­
ciôn de los niveles de cAMP séria demasiado râpida como para 
pensar que este pudiera producir alguna acciôn fisiolôgica. 
Otra posibilidad es, suponer la existencia de reguladores, - 
aun no descritos, que permitieran equiparar las actlvidades 
de estas enzimas "in vivo" y contempler la posibilidad de - 
una activaciôn secuencial do ambas enzimas.
VIII. ANTICUERPOS MONOCLONALES PARA LA ADENILA'TO CICLASA DE NEU 
ROSPORA CRASSA
Las técnicas clâsicas de obtenclôn de anticuerpos a partir del - 
suero de animales inmunizados, tiene cuatro dificultades princi­
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pales:
1. Los titulos son generalmente bajos.
2. Los anticuerpos producidos son heterogéneos, aunque el ani -
mal haya sido inmunizado con un antigeno en alto grado de pu
reza.
3. La fuente de obtenciôn de anticuerpos es limitada.
4. Una mlsma combinacion de anticuerpos es imposible de reprodu
cir en un nuevo animal (323).
En el ano 1975 César Milstein (324) puso a punto una técnica que 
permite fusionar células de bazo de un animal inmunizado con una 
linea de mieloma defactiva en la enzima hipoxantina-guanosina- 
ribosil-transferasa (HPGRT). El resultado es un mieloma hibrido 
o hibridoma, que es capaz de producir anticuerpos y de crecer en 
un medio de cultive por tiempo indefinido. Después de la fusion 
al suplementar las células con un medio conteniendo hipoxantina, 
aminopterina y tiraidina (medio HAT) las células del mieloma no - 
pueden crecer por ser déficientes en HPGRT y estar la slntesis - 
"de novo" de nucleotides bloqueada por la presencia de aminopte­
rina, de esta forma se van seleccionando los hibrldomas. Poste- 
riormente, por diluciôn limitante se van seleccionando diferen - 
tes clones, esto es, lineas celulares a partir de un solo hibri­
doma y, por tanto, secretoras de un solo tipo de anticuerpos que 
reconocerâ un determinants antigénico especifico, lo que se cono 
ce con el nombre de anticuerpo monoclonal.
Una vez seleccionado el don, o los clones que reconocen el ant_£ 
geno bajo estudio, se lo cultiva en gran cantidad, pudiéndose ge 
nerar tumores en animales, los cuales serân, a su vez, fuente de 
grandes cantidades del anticuerpo (figura 21).
El empleo de la técnica de los hibrldomas, permite superar las - 
dificultades existentes, comentadas al principle de este aparta­
do, de las técnicas clâsicas de obtenciôn de anticuerpos, ya que:
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1. La obtenciôn del anticuerpo no requiers que el animal sea in 
munizado con el antigeno en estado de alta pureza.
2. El anticuerpo monoclonal reconoce un determinants antigénico 
especifico.
3. El anticuerpo monoclonal puede ser obtenido en grandes canti 
dades.
4. La linea del hibridoma productor del anticuerpo puede ser 
raantenida indefinidamente, asegurândose, asl, la fuente de - 
obtenciôn del anticuerpo.
Los anticuerpos monoclonales tienen una gran aplicaciôn dentro - 
de la investigaciôn cllnica, por ejemplo, en el dlagnôstico de - 
ciertas enfermedades o en la caracterizaciôn de antlgenos espec^ 
ficos de membrana. Por otra parte, los anticuerpos monoclona - 
les, han permltido encarar problèmes de la investigaciôn bioqul- 
mica desde una nueva perspective, dada su gran especifIcidad.Asl 
por ejemplo, se han podido realizar cromatograflas de inmunoafi­
nidad con el anticuerpo acoplado a un soporte de agarosa que per 
mite purificar fâcilmente una determinada protelna reconocida 
por el anticuerpo. El caso mas difundido ha sido la purifica 
ciôn de interferôn.
La obtenciôn de anticuerpos monoclonales para la adenilato cicia 
sa de Neurospora crassa se realizô de acuerdo a lo especificado 
en el apartado XIX de "Materiales y Métodos". La fusiôn se rea­
lizô con una linea de mieloma no secretante (63-Ag-8.6.5.3) de - 
fectiva en la enzima HPGRT.
Aproximadamente, después de un mes de realizada la fusiôn, se en 
sayaron los medios de los diferentes cultives de hibrldomas, pa­
ra selecclonar aquellos que fueran secretores de anticuerpos, lo 
que se realizô de acuerdo a lo especificado en el apartado XIX,3 
de "Materiales y Métodos". Los medios seleccionados se destina- 
ron para el clonaje por diluciôn en multiplacas de cultivo de 2 
ml (figura 21).
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De esta forma se cultlvaron 200 plaças durante aproximadamente - 
un mes. La ultima semana se fué juntando medio condicionado de
los diferentes cultives para realizar los ensayos de inhibiciôn
de la actividad de adenilato ciclasa de N. crassa, tal como espe^  
cifica el apartado XIX,4 de "Materiales y Métodos". En la Tabla 
XVI (experimento 1) se muestran algunos resultados de dicha exp£ 
riencia. El medio control, procedente de un cultivo de hibrido- 
mas originados por fusion de células de bazo de animales no inmu 
nizados, originô una Inhibiciôn del 12-14 % de la actividad de - 
adenilato ciclasa, la fliayorla de los medios ensayados produjeron 
inhiblciones del orden del 7-22 % de la actividad enzimatica,sin 
embargo, los medios procedentes de los denominados clones 2, 12, 
30, 90 y 91 inhlbieron la actividad de adenilato ciclasa entre - 
el 49-58
El medio procedente del d o n  90, que originô la maxima inhibi
ciôn (58 %) fué elegido para un posterior reclonaje por diluciôn
y para realizar. los experimentos que se describen a continuaciôn
El efecto inhibitorio del d o n  90, aumento con la cantidad de d^ 
cho medio présente en el ensayo, llegândose a alcanzar una inhi­
biciôn de hasta un 80 % de la actividad enzimatica (figura 54).
En la figura 55 se muestra la variaciôn del grado de inhibiciôn
del d o n  90, al ir aumentando el tiempo de preincibaciôn del me­
dio con la preparaciôn enzimatica antes del ensayo de la activi­
dad de la adenilato ciclasa en la mezda. La inhibiciôn alcanza 
su mâximo nivel a los 180 minutos de preincubaciôn.
Cuando el medio del d o n  90 se trata con suero de conejo anti-ra 
tôn, el efecto inhibitorio de dicho medio desaparece (Tabla XVI, 
experimento 2).
Este hecho, junto con el anteriormente descrito sobre la depen - 
dencia del tiempo de preincubaciôn con el grade de Inhibicôn al­
canzado por el d o n  90 sobre la actividad enzimatica de la adeni 
lato ciclasa, sugieren que el efecto inhibitorio, surge de una - 
reacciôn antigeno-anticuerpo y no a un efecto inespecifico del -
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TIEMPO PRE 
VOLUMEN INCUBACION
ACTIVIDAD DE
ADENILATO CICLASA
EXPERIMEN
INHIB%
CION
ÎN. MEDIO (,/l) (min) (pmol/min/mg prot.) (^ )
Clon 2 20 180 306 49
Clon 12 20 180 252 58
Clon 30 20 180 270 55
Clon 90 20 180 252 58
Clon 91 20 180 270 55
Clon 6 20 180 558 7
Clon 22 20 180 468 22
Clon 82 20 180 498 17
control 20 180 516 14
nada — 180 601 ---
control 20 .180 337
Clon 90
(tratado
con su£
ro de - equi
conejo - vale.
anti-ratôn) 20 180 350 —  —
Clon 90
(tratado
sin suero equi
de conejo 
anti-ratôn)
vale.
20 180 117 65
TABLA XVI
Experimento 1. Inhibiciôn producida por diferentes medios de h^ 
bridomas sobre la actividad de adenilato ciclasa 
de Neurospora. Las condiciones del ensayo son las indicadas en 
el texto.
Experimento 2. Resultado sobre la inhibiciôn de la actividad de 
adenilato ciclasa de Neuropora después de tratar el medio del
d o n  90 con suero de raton, conteniendo o no, suero de conejo an
ti-ratôn. 100 A l  del medio del d o n  90 fueron tratados con 50 ,al 
de suero de ratôn en TBS-BSA (5:1 v/v) mas de lOO/tl de TBS-BSA
conteniendo o no, 14/fg/ml de suero de cone jo anti-ratôn IgC (Ca
ppel). Las mezclas se mantuvieron a QO C durante 18 horas y se 
centrifugaron a baja velocidad. Alicuotas de los sobrenadantes - 
( 5 0 / ^ 1 )  équivalantes a 20yO-l del medio original fueron usadas c£ 
mo fuente de actividad de adenilato ciclasa.
Los resultados expresados son representatives de al menos très - 
experimentos distintos.
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Figura 55. Variaciôn de la inhibiciôn sobre la actividad - 
de adenilato ciclasa de N. crassa, al ir aumen­
tando la cantidad de medio condicionado del clon 90 présen­
te en el ensayo.
20 / c l  de la preparaciôn enzimatica se preincuban con las 
cantidades especificadas de anticuerpo durante 180 minutos 
a 22® C. Seguidamente, en la mezcla se détermina la activi 
dad de adenilato ciclasa, tal como especifica el apartado V 
de "Materiales y Métodos".
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Figura 56. Inhibiciôn de la actividad de adenilato ciclasa 
de N. crassa por el medio condicionado del d o n  
90, en funcion del tiempo de preincubacion de la mezcla.
2 0 ^ M 1  de la preparacion enzimâtica se preincuban con 20y d  
de medio durante los tiempos que se especifican a 22® G. Se 
guidamente en la mezcla se détermina la actividad de adeni­
lato ciclasa, tal como se especifica en el apartado V de 
"Materiales y Métodos".
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medlô.
Finalmente se probô el efecto del anticuerpo del don 90 sobre la
-j-2
actividad de adenilato ciclasa dependiente de Mn de una varie - 
dad de fuentes biolôgicas: Neurospora, tanto en su forma soluble 
como asociada a membrana: Mucor rouxil y Trypanosoma cruzil, en - 
su forma asociada a membrana, teatlculo de rata eh su forma solu­
ble y eritrocito de pavo en su forma asociada a membrana. El re- 
sultado se muestra en la Tabla XVII, se observô una inhibiciôn va 
riatile sobre la actividad de la adenilato ciclasa de los organis- 
mos eucariotes inferiores probados, pero el medio no tuvô efecto 
sobre la actividad enzimâtica de testicule oeritrocito.
VIII,1 DISCUSION
En el presents apartado se muestran evldencias sobre la obtenciôn 
de anticuerpos raonoclonales para la adenilato ciclasa de Neurospo 
ra, siendo de esta forma, la primera vez que se producen antlcuer 
pos para una adenilato ciclasa. Dentro de las enzlmas implicadas 
en el métabolisme de los nucleotides ciclicos, se ha descrito la 
obtenciôn de anticuerpos raonoclonales para la guanilato ciclasa - 
(325) y la fosfodiesterasa (326). En ninguno de los dos cases el 
anticuerpo parece reconocer el sitio activo. En el présenté estu 
dio los anticuerpos raonoclonales producidos pasa la adenilato ci­
clasa reconocen el sitio activo, ya que fueron seleccionados por 
la inhibiciôn producida sobre la actividad enzimâtica.
El d o n  90 obtenido deberâ ser reclonado para asegurar mayor espe 
cifidad en el anticuerpo producido. El d o n  elegido finalmente - 
se cultivarâ en gran escala para producir suficiente cantidad del 
anticuerpo (figura 21).
El anticuerpo monoclonal producido tiene importantes aplicaciones 
en el estudio de la adenilato ciclasa, ya que entre otras cosas:
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FUENTE
BIOLOGICA PREPARACION
ACTIV. ADENILATO CICLASA INHIDI
(pmol/min/mg de prot) CION
MEDIO CONTROL MEDIO Clon 90 { % )
Eritrocito de 
pavo
Testlculo de 
rata(soluble)
Trypanosoma - 
cruzi
Mucro rouxii
Membranas
Membranas 
(sedimento de
40000 X g)
Extracto crudo
Neurospora
crassa(soluble) Bio-Gel
Neurospora 
crassa(membra­
nas)
Membranas(sedl 
mento de 4^ 0000 
xg)
29.0
Extracto crudo 7.2
DEAE-celulosa 32.0
Bio-Gel 235.0
815.0 
47.1
536.0
36.0
29.3
8.3
33.0
236.0
423.0
37.0
97.0
25.0
52
22
82
30
TABLA XVII
Efecto del medio condicionado del clon 90 sobre la actividad de - 
adenilato ciclasa de una variedad de fuentes y reparaciones.
20 u \  de cada preparacion enzimâtica se preincuban con 20/d de - 
medio durante 180 minutes a 22® C. Seguidamente se de termina en 
la mezcla la actividad de adenilato ciclasa, tal como se especif_i 
ca en el apartado V de "Materiales y Métodos".
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1. Permite la purlficaciôn de la enziraa por inmunoafinidad.
2. Permite la caracterizaciôn de determinados dominios molecula- 
rea reconocidoa por el anticuerpo,
3. Con el anticuerpo "marcado" se pueden hacer estudio de local 
zaciôn de la enzima "in vivo".
4. Se pueden précipitai polisoraas donde la enzima se esté sinte- 
tizando y, de esta manera, aislar RNA especifico, lo que posi^  
bilita realizar estudios de ingenierla genética.
El anticuerpo producido por el clon 90 parece reconocer en mayor 
o menor grado, el sitio activo de la adenilato ciclasa de organi^ 
mos eucariotes inferiores, pero no el de la enzima de testlculo o 
eritrocito, aunque en estes ultimes cases el anticuerpo puede de 
por al reconocer otros dominios de la molécula, que al no origi - 
nar inhibiciôn de la actividad enzimâtica pasarlan desapercibidos.
Estas observaciones sugieren que el déterminante antigénico reco- 
nocido por el anticuerpo en la enzima de Neurospora pueda existir 
con un cierto grado de semejanza, ya sea de secuencia de aminoâc^ 
dos o de conformaciôn estructural en la enzima de otros organis - 
mos eucariotes inferiores, lo que da mâs validez al termine "pro- 
tociclasas", empleado en esta Tesis para referirse a las'adenila­
to ciclasas insensibles a determinados efectores, taies como fluo 
ruro, toxina del côlera o nucleôtidos de guanosina.
Del hecho que el anticuerpo no inhiba la enziu.a de testlculo o de 
eritrocito, no se puede concluir que las enzimas deban ser dife - 
rentes, ya que el dominio molecular reconocido por el anticuerpo 
monoclonal es muy especifico. Por otra parte, en estas enzimas - 
el dominio molecular reconocido puede no afectar la actividad ca- 
talltica, e incluso puede llegarse a suponer que la regiôn recono 
cida en la enzima de Neurospora corresponds en la enzima de testi 
culo o eritrocito a un dominio molecular interno de la colécula - 
inaccesible al anticuerpo.
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Dada la gran especifidad del anticuerpo monoclonal en reconocer - 
un determinado "locus" de la molécula, esta técnica tiene deriva- 
ciones preferentemente desde un punto de vista operative, no sien 
do recomendado, por ejemplo, para relacionar o buscar similitudes 
estructurales entre determinadas protelnas, ya que moléculas con 
una determinada semejanza estructural, pueden no ser reconocidas, 
de igual forma, por un anticuerpo monoclonal especifico para di - 
cha molécula. Asl, por ejemplo, anticuerpos monoclonales para la 
guanilato ciclasa de pulmôn de rata, no reconocen la enzima equi­
valents de conejo (325).
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IV. CONCLUSIONES
1. La adenilato ciclasa de Neurospora crassa es una enziraa débil 
mente asociada a membrana, la cual puede obtenerse en forma - 
soluble, sin el uso de detergentes, empleando una soluciôn de 
alta fuerza iônica en el medio de extracciôn del micelle.
2. Se purificô a homogeneidad la actividad de adenilato ciclasa 
soluble de Neurospora crassa, a partir de un sobrenadante de 
105000 X g, empleando los siguientes pasos: cromatografla en 
hexilamino-sepharosa, filtracion en Bio-Gel A 5 m, cromatogra 
fia en azul-sepharosa y recromatografla en azul-sepharosa.
3. La enzima purificada présenta una ûnica banda de SDS-poliacr^ 
lamlda, tenido con Ag NO^, correspondiente a un peso molecu - 
lar de 66OOO D.
4. En condiciones renaturallzantes se detectô actividad de adenj^ 
lato ciclasa en una zona de los geles de SDS-poliacrilamida, 
correspondiente a dicho peso molecular.
5. La purlficaciôn lograda fué de 850 veces, con un rendimiento 
del 3 ï.
6. La enzima présenta un punto isoeléctrico de 4-6 unidades. Se 
calcularon los paramétrés hidrodinâmicos y moleculares de la 
enzima por medio de flltraciones en gel y ultracentrifugacio- 
nes en gradientes de sacarosa, hachos en H^O y DgO. Los re - 
sultados indicaron que la enzima tiene un coeficiente de sedi 
mentaclôn de 6.2 S, un radio de Stokes de 7.3 nm, un volumen 
especifico parcial de 0.74 ml/g y un peso molecular relative 
de 200000 D. Este ultimo dato, junto con el resultado del pe^  
80 molecular calculado en gel de SDS-poliacrilamida de la en­
zima purificada, sugieren para la misma, una estructura oligo 
mérica, constitulda por très subunidades de 66000 D. de peso
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molecular.
7. El comportamiento clnético de la actividad enzimâtica frente 
a la concentraciôn el sustrato, Mn.ATP es sigmoideo presen - 
tando un S^  ^de 1.2 mM y un coeficiente de Hill de 2.5. La
f '/2actividad enzimatica es estimulada por Mn a baja concentra­
ciôn de sustrato e inhibida por ATP. Estos resultados fueron 
semejantes cuando se realizaron los estudios cinéticos con co 
nidias de Neurospora permeabilizadas.
8. La adenilato ciclasa de Neurospora es capaz de interaccionar 
con componentes reguladores del sistema adenilato ciclasa de 
eritrocito de pavo, conformando un sistema con las mismas pro 
piedades que el de organismes eucariotes superiores. Este re 
sultado y las se^ejanzas de tamano y propiedades enumeradas - 
en esta Tesis, sugieren que deba existir una estrecha rela 
ciôn entre la adenilato ciclasa de Neurospora y el componente 
catalltico C del sistema adenilato ciclasa de organismes euca 
riotes superiores.
9. Se demostrô la existencia de calmodullna en Neurospora crassa.
10. Se purificô a homogeneidad la calmodullna de Neurospora era - 
ssa a partir de un sobrenadante de 105000 x g, empleando los 
siguientes pasos: cromatografla en DEAE-celulosa, hidroxila-
patito, y Bio-Gel P 60.
11. La calmodullna purificada mostrô una banda en gel de SDS-poli. 
acrilamida, correspondiente a un peso molecular de 16000 D.
12. La calmodullna confiera a la adenilato ciclasa de Neurospora, 
la capacidad de usar Mg.ATP como sustrato, siendo dicho efec­
to, mediado por Ca
13. Se obtuvieron anticuerpos monoclonales para la adenilato ci -
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claaa de Neurospora, capaces de inhibir especificaraente la ac 
tividad enzimâtica.
14. Los anticuerpos monoclonales obtenidos, inhiben con un grado 
variable, la actividad de adenilato ciclasa de los organismes 
eucariotes inferiores probados, sin embargo, no afectan la a£ 
tividad de la enziraa de testlculo o de eritrocito.
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ABREVIATURAS
1. ADP adenosina 5'- difosfato
2. 5*-AMP adenosina 5'-monofsfato
3. ATP adenosina 5'-trifosfato
4. cAMP adenosina 3’-5' monofosfato clclico
4. cGMP guanosina 3'-5' monofosfato clclico
6. EDTA Acido etilendiaminotetracético
7. EGTA Acido etilenglicol-bis-( aminoetiléter)-N,N' tetracé-
tico
8. GTP guanosina 5'-trifosfato
9. GppNHp guanil-5'-yl imidodifosfato
10. HEPES N-2-hidroxietll-plperazina-N'-2-acldo etanosulfonico
11. IgG Inmunoglobulina
12. NAD-Nlcotinamida adenina dinuoleotido
13. PEP fosfoenol piruvico
14. PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
15. Pi acido ortofosforico
16. RNA acido ribonucleico
17. DNA acido desoxirribonucleico
18. SDS Duodecil sulfato sôdico
19. Tris 2-amino-2(hidroximetll)-1.3 propanodiol
20. PPi Pirofosfato
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